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in der UterusscMeiinhaiit oder im Epithel anderc 



Die Erfindung betiifft Verfahren und Mittel zur Bestimmung von definierten Zustanden oder 
Veranderungen in der Uterus s chleimh aqt oder im Epithel anderer Organe, insbesondere zur 
Diagnostik der Scbwangerschaffc und deren Storungen sowie die Diagnostik des 
Geburtsbeginnes und zum Festsstellen optimaler Implantationsbedingungen im Uterus, und 
die Diagnostik von pbysiologiscben und pathologischer Epitbelzustanden (Karzinom). 
Anwendungsgebiet ist die Medizin, insbesondere die Gynakologie mit den Facbgebieten 
ReproduMonsmedizin und Geburtsmedizin. 

Humanes Choriongonadotropin (Cborionic Gonadotrophin bCG) ist ein Glykoprotein und 
besteht aus zwei Untereinbeiten abCG und PbCG in nicht-konvalenter Bindung (1). Fur die 
Untereinheit cxbCG ist ein Gen bekannt (Chromosom 6q21.1-q 23). Fur die Untereinbeit (3CG 
sind7 Gene p8, p7, p6, p5, p3, pi und p2 bekannt (Chromosom 19ql3.3). 
Wahrend der Scbwangerscbaft werden durch den Tropboblasten in der Gebarmutter groBere 
Mengen hCG-Dimer und freie otbCG- und pbCG-Molekule gebildet und in das Blut 
sezemiert. Embryonales tropboblastares Gewebe exprimiert fast ausscblieBlicb bCG p5, p8 
und P3. Diese BbCG-Untereinbeiten werden daber aucb trophoblastares pbCG (tphCG) oder 
TypII- pbCGgenannt. 

Aber aucb in einigen nicbt-tropboblastaren Geweben wird bCG bzw. seine Untereinbeiten in 
geiingen Mengen exprimiert (2-6). Nicbt-tropboblastares Gewebe, wie z. B. Mamma, Lunge, 
Prostata, Blase, Colon, exprimieren fast ausscblieBlicb bCG P7 und p6. Diese pbCG- 
Untereiobeiten werden daber auch als nicbt- tropboblastares phCG oder TypI- pbCG 
bezeichnet (7). 

Aucb im Blut nicbtschwangerer, gesunder Menscben werden daher bCG-Konzentrationen von 
bCG bis 1000 pg/ml und von pbCG bis 100 pg/ml beobacbtet (8, 9). Hobere pbCG- 
Serumwerte deuten auf einen gonadalen oder nicht-gonadalen Tumor hin und kennzeichnen 
eine ungunstige Prognose, wie bei Lungen-, Blasen-, Prostata-, Colon-, Nierenzell- und 
Mammakarzinom beschrieben (5, 10-14). 



Wahrend die Untereinbeiten des Typ II- PbCG (P5, p8 und p3) an Position 1 17 (Exon 3) der 
Aminosauresequenz ein Aspartat (Asp, D) entbalten, enibalt Typ I- BhCG (P7 und p6) an 
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Position 117 eia Alanin (Ala, A). Das phCG-Gen p6 ist ein Allel von J37 mit Differenzen in 
der S'-mchttranslatierenden Sequenz des Promotorgens (Exon 1) und in der translatierenden 
Sequenz (Exon 2) der phCG-Untereinheit Nur die Gene p8, (37, P6, p5 und p3 codieren und 
exprimieren ein phCG-Proteinmolekiil von 145 Aminosauren (Exon 2 und Exon 3). Die Gene 
hCG pi und p2 konnen zwar auch in einigen Geweben transkribiert werden., codieren aber ein 
Protein von nur 132 Aminosauren mit unterschiedlicher Sequenz zum phCG (15-17). 

Das hCG-Molekul ist gut charakterisiert durch bekannte Standardpraparationen von bisher 24 
monoklonalen hCG-Antikorpem der „Meinational Society of Oncodevelopmental Biology 
and Medicine" (ISOBM), die verschiedene definierte Epitope auf der ahCG-Untereinheit 
(al-a7, n=7), auf der phCG-Untereinheit (P1-P9, n=9), auf dem phCG-core fragment (cfpiO- 
cfpl3, n=4) und auch konformationsabhangige Epitopen des intakten ocP-Heteodimers (api - 
aP4, n=4) spezifisch und in hoher EpitopafBnitat erkennen (1 8-20). 

Die Antikorper erkennen bevorzugt Epitope in der raumlichen Aminosaureanordnung des 
hCG-Molekiils, d. h. seiner Tertiar- und Quartarstoiktur (17, Fig. 2 und 3 inl8) Deswegen 
werden fur die Preparation der Hybridome zu Bildung obengenannter monoklonaler ISOBM- 
Antikorper weilgehend WHO-Refe^^ des hCG respektive phCG der 

Inter-national Federation of Clinical Chemistry (IFCC) als adaquate Antigendeterminanten 
verwendet Ausnahmen bilden die phCG-Epitope P8 (AS 137 bis 144) und P9 (AS 109 bis 
1 16) des C-tenninalen Endes (CTP) sowie ein Anteil des phCG-Bpitopes pi (AS 1 bis 10) am 
N-terminalen Ende von phCG, die randstandig an der Oberflache des hCG-Dimers in 
tystinknoten-Stniktur und weitgehend unbeeinflusst von der Tertitotruktur ein immuno- 
logisches Antigeapotential darstellen (21, 22). Diese linearen phCG-Epitop-Abschnitte urn 
etwa AS 1-16, AS 108-123 und AS 137-144 werden von monoklonalen phCG-Antikorpem 
erkannt, die mit der Methode der cauiergebundenen synthetischen Peptide als Antigen- 
determinante der ISOBM-Antikorper produziert werden (18, 19, 21, 22). 

Fur die Antigenregionen pi, p8, p9 des phCG-Molekiils (Fig. 3 in 18)-sind bereits ISOBM- 
phCG-Antikorper dargestellt worden, die auf der bekannten Aminos aures equenz der 
trophoblastaren (oder plazentaren) phCG-Untereinheit beruhen. Besonders die 
Aminosauresequenz um 108-123 des C-tenninalen Endes von PhCG (phCG-CTP), 
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charakterisiert als Epitop p9, zeigt eine hohe Antigenizitat (21). Ia etwas geringerem Ma(3 
trifft es auch fur die Aminosauresequenz urn 1-16 als Anteil des Epitopes pi zu (23). 
Antikorper, mit synthetischen Peptiden gegen diese Peptidsequenzen erzeugt, erkennen die 
native trophoblastare BhCG-Untereinheit spezifisch (18, 19, 21, 23, 24). 

In der Vergangenheit sind verschiedene Studien mit dem Ziel durchgefuhrt worden, die 
phCG-Transkripte in verschiedenen normalen und neoplastischen Geweben nicht- 
Ixophoblastarer Herkunft mit semiquantitativer Methode nachzuweisen (5, 12, 13, 25). Diese 
Methoden zeigen, daB phCG in normaler Plazenta (26), gesunden Testes (6), aber auch 
neoplastischen Testes (27) und neoplastischem Blasengewebe (28) translaibiert wird. In 
diesen Studien wird jedoch nicht zwischen Typ I- phCG und Typ II- phCG unterschieden. 

Dafiir sind unterschiedliche Testkits vorgeschlagen worden, die mit unterschiedlicher Epitop- 
Spezifitat arbeiten (29) und die Bestimmung des trophoblastaren Gesamtmolekuls aPhCG 
(Gesamt-hCG ) oder der einzelnen Untereinheiten des Molekuls BhCG und cxhCG 
ennpglichen (18). Speziell fur die Schwangerschaftstests und Diagnostik von Blasenmole und 
Chorion-karzinom werden Verfahren angewendet, in denen das heterodimare trophoblastare 
Gesamtmolekiil hCG allein (Gesamt-thCG) oder in der Surrnne mit der fireien Untereinheit 
des trophoblastaren phCG (Gesamt-thCG plus tphCG ) oder als freie tphCG-Untereinheit 
allein bestimmt werden. Die Heterogenic des trophoblastaren hCG im biologischen Material 
(intaktes aP-Heterodimer, freies ahCG, freies tphCG, tphCG core-Fragment, nicked thCG, 
nicked tphCG), bezogen auf die Bindung an den jeweilig verwendeten Antikorper, 
erschweren die genaue Bestimmung und die Standardisierung eines moglichen 
Nachweisverfahrens fur das eptithale hCG. Eine zusatzliche Heterogenitat der tphCG- 
Bestimmung in der sekretorischen Zyklusphase und firiihen S chwangers chaft kann im 
geringen Grad auch zwischen den vier nativen, hyperglykosylierten oder desialylierten 
ICohlenhydratseitenketten des C-terminalen Endes (CTP) von tphCG (Aminosaure 120 bis 
145) auftreten, wie sie different in der firiihen bis mittleren Schwangerschaft und bei Chorion- 
Karzinom im trophoblastaren phCG beobachtet worden sind (31, 33-37). 

Die bisher bekannten S chwangers chaftstests haben den Nachteil, dass sie haufig falsch 
positive Ergebnisse liefem. 
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Die bisher bekannten S chwangerschaftstests konnen verminderte hCG- 
Konzentranonsmessungen wahrend der Extrautermgraviditat (Eileiterschwangerschaft) oder 
liCG-Titer bei Patientinnen nach IUD-Einlage nur unzureichend unter dem Aspekt 
veranderten uterinen Sekretiansverhaltens bewertet werden (38, 39). 

Als phantom hCG" bezeichnet man ein Phanomen, bei dem ein Schwangerschaftstest im 
Blut positiv fur hCG ist, obwohl keine Schwangerschaft oder ein Tumor im Genitaltrakt 
vorliegt. Bei der heutigen Diskussion der Phantom hCQ Werte geht man davon aus, dass 
dieses Phanomen auf eine abnormale Ihteraktion zwischen dem Test und in der Blutprobe der 
Patientin enthaltenen irregularen Antikorper zuriickzuruhren ist (54). 

Aufgabe der Brfindung ist es, Verfabren und Mittel anzugeben, welche es ermSglichen, 
definierte Zustande bzw. Veranderungen in der UtenisscMeimhaut (Endometrium, Dezidua), 
aba- aucb in den Epithelien anderer Organe zu ermitteln. Das Verfabren und die Mittel sollen 
insbesondere das Feststellen optimaler Implantationsbedingungen im Uterus und eine 
zuverlassige Diagnostik der Schwangerschaft und deren Stoning sowie des Geburtsbeginnes 
ermoglichen. 

Der Brfindung liegt die wissenschafUiche Erkenntnis zugrunde, dass im endometrialen und 
dem dezidualen Bpithel phCG-Untereinheiten exprimiert werden, welche sich in mehreren 
Aminosaure-Positionen von den bekannten trophoblastaren PhCG-Untereinheiten 
unterscheiden. 

Die Nukleotidsequenz und Proteinsequenz fur die endometriale fihCG-Untereinheit wird hier 
erstmals in SBQ ID No 7 und SEQ ED No 10 dargestellt (ephCG oder , JBudo"). 

Die im endometrialen und dem dezidualen Bpithel exprimterten phCG-Untereanheiten werden 
nachfolgend als endometriales phCG (ephCG) bezeichnet. Unsere Ergebnisse zeigen, dass 
das ephCG eine endometrialen Variante der Untexeinheiten p7 und p6 darstellt, wahrend 
trophoblastares phCG ausschheBUch aus den Untereinheiten P5, P8 und P3 gebildet wird. 

Gefunden wurden. folgende Unterschiede des ephCG zum bekannten trophoblastaren PhCG 
(tphCG): 
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Bine Variation von Aspartat (tphCG) in der Aminos&ureposition 1 17 des C-teiminalen Endes 
von phCG (PhCG-CTP) zu Alanin (ephCG). 

Weitere Vaiiationen wurden in Position 2 und Position 4 des Exon 2 geftmden. Das tropho- 
blastic phCG (tphCG) hat an Position 2 ein Lysin und an Position 4 ein Prolin. Das endo- 
metrial phCG (ephCG) hat an Position 2 ein Argirrin und an Position 4 ein Methionin. 

Unter endometrialem PhCG (ephCG) wird nachfolgend ein phCG verstanden, welches 
zumindest eine der 'zuvor genannten Variationen aufweist. 

In Fig. 1 wird ein Alignment der Sequnez des eBhCG („Endo") mit den Sequenzen der 
trophoblastaren UhCG-Untereinheit tBhCG J35 und den bekannten nicht-trophoblastaren 
JShCG-Untereinheiten 136 und B7, sowie des hypophysaren BLH J34 (13-Untereinheit des 
Luthetic Hormon) gezeigt ' 

Die Nukleotidsequenz des endometrialeii ephCG (SEQ ID No 7) unterscheiden sich auch von 
den bekannten nicht-trophoblastaren PhCG-Untereinheiten P7 (SEQ ID No 5) und P6 (SEQ 
ID No 6), insbesondere im Promotorgen des Exon 1, aber auch in Exon 2 am Bxpressionsort 
der Aminosaureposition 2 und 4 (Fig. 1). In der nach Genexpression resultierenden 
Aminosauresequenz (SEQ ID No 10) reprasentiert sich das endometriale eBhCG als Variante 
des epithelialen Typ I- phCG des phCG p7-Proteins (SEQ ID No 9) mit drei differierenden 
Aminosauren an Position 2, 4 und 117 zwischen dem endometrialen respektive dezidualem 
eflhCG und dem herkommlichen trophoblastaren tShCG (SBQ ID No 8) . Die 
Aminosauresequenz des endometrialen eBhCG (SEQ ID No 10) differiert zur Sequenz des 
hypophysaren PLH p4 (SEQ ID -No 1 1) betrachtlich (Fig. 1). 

Weiterhin beruht die Brfindung auf der wissenschaftlichen Brkenntnis, dass die Ursache fur 
die falsch positiven Ergebnisse, der aus dem Stand der Technik bekannten Tests ist, dass sie 
nicht zwischen den trophoblastaren Sekretionsleistungen des Embryos in Form von tBhCG 
und den Sekretionsleistungen die mit der sekretorischen Transformation und uterinen 
Dezidualisierung des Endometriums sowie bei der Epitheldififerenzierung entstehen (eflhCG) 
unterscheiden. 



WO 2004/109292 



PCI7DE2004/001210 



Verfahren: 

Basierend auf dieser Brkenntnis wird erfindungsgemaB die Aufgabe gelost durch ein 
Verfahren zur Bestimmung von definierten Zustanden oder Veranderungen in der 
Uterusschleimhaut oder im Bpithel anderer Organe, bei dem in einer KorpaHussigkeitsprobe 
und/oder Gewebeprobe die Konzentration von endometrialem phCG bzw. nicht- 
trophoblastarem phCG spezifisch bestimmt wird. Unter spezifischer ephCG-Bestimmung 
wird dabei verstanden, dass zwischen endometrialem phCG und trophoblastarem phCG 
unterschieden wird. 

Die Bestimmung der Konzentration erfolgt bevorzugt in einer Probe (in Form von Sekreten, 
Perfusionsflussigkeit, Zellen oder Gewebe) aus peripheren Blut, Serum, Menstrualblut, 
Lochia, Fruchtwasser, Urin, Speichel, Augenkammerwasser sowie Sekreten des Urogenital- 
(incl. Uterus, Zervix, Vaginalproben), des Gastrointestinal- (incl. MimdscMeimhaut) tind des 
Respirationstraktes sowie des zentralen Neivensystems (incl. Liquor). 

Bevorzugt wird im erfindungsgemaBen Verfahren, neben der Konzentration von 
endometrialem BhCG bzw. mcht-trophoblastarem fihCG auch ^die Konzentration von 
trophoblastarem fihCG (tBhCG), Gesamt-BhCG oder Gesamt-hCG bestimmt 

Die Bestimmung von trophoblastarem BhCG (tBhCG), Gesamt-fihCG, oder GesamthCG 
erfolgt bevorzugt nach bekannten Methoden (18, 19, 21, 22, 23„ 24, 29, 30, 31, 54). 

Da diese bisher bekannten Methoden nicht zwischen tBhCG und ehCG unterscheiden, 
ermoglicht die eifindungsgemafie spezifische Bestimmung des efihCG erstmals auch eine 
Aussage dariiber, ob das mit diesen Tests bestimmte tllhCG tatsachlich tBhCG ist, und wie 
hoch dei- Anteil an tBhCG und efihCG ist. 

Der Anteil des tBhCG ergibt sich aus der Konzentration des Gesamt-hCG / BhCG oder 
GesamthCG abzuglich des gemessenen efihCG bzw. nicht-trc^hoblastaren BhCGs. 
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Vorteilhaft eignet sich das erfmdungsgemaBe Verfahren insbesondere zur Diagnose der 
Aufhahmebereitschaft (Rezeptivitat) der UterasscMeimhaut fur eine befruchtete Eizelle und 
ermoglicht damit das Feststellen optimaler Implantationsbedingungen im Uterus. 

Bs wurde nun festgestellt, dass die Expression von epThCG in der Uterusschleimhaut 
(Endometiium) notig ist, um das erfolgreiche Einnisten einer befruchteten Eizelle zu 
ermoglichen. Eine beginnende efihCG-Expression oder eine ehCG ist ein Zeichen fur die 
Aumahmebereitschaft der Uterusschleimhaut fur eine befruchtete Eizelle. 

Die Diagnose der Aumahmebereitschaft der UterusscMeimhaut (Implantationsbedingung) fur 
eine befruchtete Eizelle erfolgt bevorzugt prospektiv, in dem einer Patientin in der fruhen 
r Lutealphase Gewebe vom Endometrium oder von der Zeivixschleimhaut (Mundschleimhaut), 
Vaginal-, Zervix- oder Uterussefcret oder Seinm, Plasma und Peripherblut entnommen wild 
und in dieser Probe die nicht-trophoblastare oder endometriale phCG-Konzentration bestimmt 
wird. Aus der Hohe der ermittelten Expression konnen dann Ruckschliisse auf die 
Aufhahmebereitschaft der Gebarmutter fur einen Embryo im aktuellen oder prognostische 
Aussagen fur den Folgezyklus getroffen werden. 

Dazu werden bevoi-zugt einige Tage nach der Ovulation Zellen mit einem Minikatheter aus 
der Gebarmutterhohle, mit einem Wattebausch aus dem Zei-vikalkanal oder mit einem 
Holzspatel von der Mundschleimhaut gewonnen bzw. peripheres EDTA- bzw. Heparinblut 
entnommen. In den aufgenommenen Zellen wird die nicht-ti-ophoblastare oder endometriale 
( BhCG-Konzentration bestimmt. 

Fiir die prospektive Diagnostik der Embiyorezeptivitat in der fruhen Sekretionsphase des 
aktuellen Zyklus werden bevorzugt Gewebeproben des Endometriums, aus der Endocervix, 
dei- Mundschleimhaut oder anderer ausgewahlter Epithelien wie auch Cervix-/ Vaginalsekret 
oder endometriales Seki-et nach Abstrich oder als Perfusat untersucht, um iiber die Qualitat 
der zu erwartenden sekretorischen Transfoimation und Rezeptivitat des Endometriums (z. B. 
fur die Entscheidung eines Embryotransfers nach m-vitro-Fertilisation im hoimonell 
stimuHerten Zyklus) zu befinden. 
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tJber die Aussage der Implantationsbedingungen im vorausgegangenen Zyklus lassen sich 
Prognosen uber die Implantationsbedmgungea, d. h. die Axrfhahmebereitschaft der 
Gebarmutter fur eine befruchtete Bizelle oder einen Embryo, im Folgezyklus maclien. 

Bine weitere bevorzugte Verwendung des Verfahrens ist daher die Anwendung zur 
relxospektiven Diagnostik der Rezeptivitat der Utemsschleimhaut Unter retrospektiven 
Implantationsdiagnostik wird im Sinne der vorliegenden Erfindung verstanden, die 
sekretorische Transformation des Endometriums des vorangegangenen Zyklus zu detektieren 
urn Voraussagen far die Rezeptivitat eines folgenden Zyklus zu treffen. Diese lassen eine 
ungestorte zeit- und fonktionsgerechte Eierstocks-Gebannutter-Bezieliung erkennen. 
Das erfindungsgemafle Verfahren kann damit die invasive Methode der Strichabrasio in ihrer 
Aussage erganzen oder ersetzen. 

Mit der Bewertung und Quantifizierung der spezifischen epithelialen endometrialen hCG- 
Sekretion (ehCG) in Koxperflussigkeitea und ZeU-(Gewebe-)homogenaten .der firuhen, 
mittleren und spaten Sekretionsphase des menstruellen Zyklus konnen optimale 
Implantationsbedingungen wie auch mogliche FertiHsationsstorungen sowohl prospektiv als 
auch retrospektiv unter dem Aspekt der endometrialen Diagnostik und Therapiekontrolle 
erfasst werden. 

Bei dei- retrospektiven Diagnostik der Rezeptivitat der Uterusschleimhaut kann prinzipiell, 
wie zur prospektiven (vorbereitenden) Implantationsdiagnostik verfahren werden. Bevoizugt 
erfolgt die Analyse der phCG-Konzentration jedoch in einer Probe von Menstrualblut oder 
einer Probe von im Menstrualblut enthaltenen Zellen. 

Im Menstrualblut sind ausreichend Zellen des Endometrium vorhanden, die eine Bestimmung 
der {3hCG-Konzentration ermoglichen. 

Der Vorteil der retrospektiven Diagnostik im Menstrualblut gegeniiber der zuvor 

beschriebenen prospektiven Methode, Hegt darin, dass sie nicht invasiv ist. Es muss weder 

Peripherblut noch eine Gewebeprobe aus der Gebarmutter entnommen werden. Trotzdem 

kann mit dieser Methode eine zeit- und funktionsgerechte Umwandlung des Endometriums in 

dei- Sekretionsphase des Zyklus erkannt werden, was gleichzeitig Ausdruck einer ungestorten 

Regulationsfunktion auf den Ebenen Hypothdanms/Hypophyse, Bierstock und Uterus ist. 
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Menstrualblut karm wie Peripherblut nach Zentrifugation zur Abtrennung von Zellen und 
Stroma fur die direkte Messung der endometrials phCG-Sekretion nrit spezifischen 
Antikoipern im BLISA-Test eingesetzt werden. Das Menstrualblut wird nach spontanem 
Zyklus, nach Hoimontherapie, nach In vitro-Fertilisation (TVF) und Embiyotransfer (ET) 
ohne erfolgreiche Implantation sowie bei vorgesehener Diagnostic des Zyklus bei 
Kinderwunschpatientinnen und bei Patientinnen mit gynakologischen Brkrankungen wie 
Myom, Endometriose, Endometrium- und Cervixkarzinom gewonnen. Dabei ist die par allele 
Gewinnung von Peripherblut zum selben Zeitpunkt als Heparinblut oder als Serum zum 
Ausschluss eines erhohten unspezifischen S erum-hCG- Wertes unbedingt erforderlich. 

Ist die Konzentration des eBhCG bzw. nicht-trophoblastaren UhCG im Menstrualblut 
gegenuber der Konzentration im Peripherblut erhoht, kann von einer lokalen Bildimg im 
Endometrium ausgegangen werden. Bine hohe ehCG Konzentration ist dabei Ausdruck einer 
physiologischen und eine fehlende oder niedrige ehCG Konzentration Ausdruck." .einer 
pafhologischen Funktion des Endometriums. Da im Peripherblut kein tBhCG enthalten ist 
kann fur die Bestimmung im Peripherblut allein ein iiblicher B-hCG-Nachweis (ELISA, 
MEIA u. a - LiteratursteUen 1 8, 19, 21, 22, 23, 24, 28, 29, 30, 54), der nicht zwischen tBhCG 
und eBhCC unterscheidet, verwendet werden. 

Bei der prospektiven oder der retrospektiven Diagnose der Aufoahmebereitschaft der 
Uterasschleimhaut ist eine Unterscheidung zwischen endometrialen und trophoblastaren 
J3hCG nicht zwingend notwendig, da noch keine Schwangerschaft vorliegt und damit eine 
Expression von tBhCG durch einen Trophoblasten ausgeschlossen werden Vat™ Die 
Brfindung umfasst daher auch die Verwendung eines Verfahrens bei dem die Konzentration 
an Gesamt-hCG / BhCG oder Gesamt-BhCG zur Diagnose der Aufoahmebereitschaft dor 
Uterasschleimhaut fur eine befruchtete Eizelle bestimmt wird. Bei dies em Verfahren erfblgt 
die Bestimmung von hCG bevoizugt mit Antikorpem, die oc0 hCG die bekannten B7, B6 oder 
B6e hCG-Untereinheiten erkennen. Diese Antikorper mussen nicht spezifisch fur eflhCG sein, 
dh. sie konnen auch tBhCG erkennen. 

Als derartiger Antikorper wird bevorzugt ein bekannter polyklonaler oder monoklonaler anti- 
afihCG oder ein anti-BhCG-Antikorper verwendet Dieser Antik5rper erkennt bevorzugt ein 
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Epitop ausgewahlt aus der Gruppe der Epitope J31 bis J39 (besonders bevorzugt B2 bis fi8) der 
flhCG-Untereinheit, der Epitope cfBl bis cfB13 auf dem BhCG-core Fragment und der 
konformationsabhangigen Epitope oJ3l bis od34 des intakten ctB-Heteroditners nach der 
Klassifizierung der „mternational Society of Oncodevelopmental Biology and Medicine" 
(ISOBM) (18-20). Bezogen werden konnen derarfcige Antikorper beispielsweise von der 
Finna BIOTREND Chemikalien GmbH, KSln, Deutschland oder Serotec Dusseldorf, 
Deutschland. 

Die Diagnose der Aumahmebereitschaft der UterusscMeimhaut fur eine befruchtete Eizelle 
wird bevorzugt retrospektiv mit einer Probe von Menstrualblut oder einer Probe von im 
Menstrualblut entbaltenen ZeUen durcbgefubrt. la der parallelen Abnahme des Peripberblutes 
ist der gemessene bCG-Wert vemacblassigbar klein zum bCG-Wert im Menstrualblut 

Wahrend der Menstruation kann eine Scbwangefschaft Und damit eine Expression von tSbCG 
durcb einen Tropboblasten ausgescblossen- warden. Eine Unterseheidung zwischen efi^-bCG 
und tBbCG kann daber im Menstrualblut aucb ohne spezifischen ei3hCG-Nacbweis erfolgen. 

Die Erfindung umfasst daber aucb ein Veifabren zur Bestimmung von definierten Zustanden 
oder Veranderungen in der Uterusschleimbaut oder im Epitbel anderer Organe, bed dem die 
Bestimmung der Gesamt-bCG-, flhCG- oder GesamtbCG / -BbCG-Konzentration wie oben 
beschrieben in einer Probe aus Menstrualblut erfolgt. 

Entgegen der allgemeinen Auffassung ist nicbt tBbCG das erste in der Fruhschwangerschaft 
nacbgewiesene BbCG, sondern endometriales oder deziduales efibCG. 

Vorteubaft eignet sicb damit das erfindungsgemaBe Veifabren aucb dazu, die Aussagekraft 
bestebender Scbwangerscbaftstests zu verbessern. In den bekannten Schwangerscbaftstests 
wird nur das BbCG bestimmt, welches vom Trophoblasten gebildet wird, bzw. unspezifisch 
Gesamt-J3bCG bestimmt. Da ebCG bereits in der gut ausgebildeten Sekretionsphase des 
Endometriums gebildet wird und mit der Embryoimplantation das deziduale hCG verstarkt 
freisetzt wird, ist es mit dem erfiadungsgemaBen Veifabren mogHch, zu einem fruheren 
Zeitpunkt eine Scbwangerscbaftsdiagnose zu stellen, da bierbei durcb die frflhen 
Scbwangerschaftsablaufe das ebCG nicbt wie bei einer Menstruation nach aufien sondern 
durcb einen Flowum in den Blufkreislauf abgegeben wird. 
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Da die bekannten Tests auch keine Aussage dariiber machen, ob der Trophoblast sick 
erfolgreich in die Gebarmutter eingenistet hat, fuhren sie haufig zu falsch positiven 
Ergebnissen. 

Tm Unterschied zu den bekannten Schwangerschaftstests, in denen die Heterogenitat des 
BhCG nicht beriicksichtigt wird, wird eifindungsgemaB die Konzentration von endometrialem 
BhCG bzw. nicht-tropboblastarem BhCG spezifisch bestimmt Dies eimoglicht eine Aussage 
liber die Sekretionsleistung und Rezeptivitat der UtenisscHeimhaut, welche Vorraussetzung 
fur eine erfolgreiche Schwangerschaft ist. Das erfindungsgemaBe Verfahren fuhrt daher zu 
einer zuverlassigeren Schwangerschafisdiagnose gegeniiber den bekannten Verfahren. Das 
erfindungsgemaBe Verfahren eimoglicht auch die Unterscheidung zwischen einer 
Extrauteringraviditat oder eines fruhen Schwangerschaftsverlusts und einer intrauterinen 
Schwangerschaft. Bei einer intrauterinen Implantation des Embryos ist die Expression von 
eflhCG hoher, als bei einer extrauterinen Implantation. Die Diagnose , einer 
Extrauteringravidat erfolgt bevorzugt durch Analyse einer Serumprobe. Eine niedrige 
Konzentration von eBhCG im Serum bei normal em tBhCG ist ein Zeichen fur eine 
ExhrnteringravLdatBei einem fruhen Schwangers chafts verlust ist eBhCG vorhanden, es fehlt 
jedoch eine tBhCG- Expression. 

Bevorzugt wird zur Schwangers chaftdiagnose, neben der Konzentration von endometrialem 
BhCG bzw. nicht-trophoblastarem BhCG auch die Konzentration von trophoblastarem BhCG 
(tBhCG), Gesamt-BhCG oder GesamthCG nach den oben genannten bekannten Methoden 
bestimmt 

Die erfindungsgemaBe spezifische Bestimmung des eBhCG ermoglicht erstmals auch eine 
Aussage dariiber, ob das mit den bekannten Methoden bestimmte BhCG tatsachlich tBhCG ist, 
und wie hoch der Anteil an tflhCG und eBhCG ist. Damit kann erstmals sicher diagnostiziert 
werden, ob eine Schwangerschaft tatsachlich vorliegt oder nicht. Eine Schwangerschaft ist 
r fa Tm vorhanden, wenn sicher thCG nachgewiesen werden kann. Da ehCG epithelialen 
Ursprunges ist und von der Frau stammt, ist ein kurzfristiger mit nach dem Stand der Technik 
durchgefuhrter hCG Nachweis bei ausgebliebener Regelblutung nicht gleichbedeutend mit 
einer Friihschwangerschaft. Nach dem Stand der Technik werden haufig firiihe Schwanger- 
schaftsverluste als Schwangerschaft fehlinterpretieit Gleiches gilt fur den nach dem Stand der 
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Technik durchgefuhrter hCG Nachweis ia der zweiten Zyklushalfte bei Trageiinnen einer 
Kupferspirale (Cu-IUD). Auch hier besteht keine Schwangerschaft, sondern das alterierte 
Endometrium reagiert mit eine eliCG Freisetzung. 

Mit der differenzierten Bestimmung der Konzentration des ehCG und deren Relation zu fhCG 
kann erstmals auch diagnostisch unterschieden werden, ob eine Schwangerschaftsstorung 
bedingt ist durch eine Vexanderung der Dezidua oder der tropboblastaren-embryonale/fetalen 
Einheit. 



Das eiftndungsgemaBe Verfahren eroffiiet auch die Moghchkeiten, die Scbwangerschaft 
wahrend inres Veilaufs zu iiberwachen und eine Aussage tiber mogticne 
Schwangerschaftsstorungen bzw. den Erfolg einer Schwangerschaft zu machen. ; 

Eine ungestSrte Schwangerschaft ist gekennzeichnet dui-ch hohe ehCG Werte im Peripherblut 
und in Proben des Genitaltraktes (Abstrich, Sekret, Gewebe). Bei erniedrigten ehCG Werten 
besteht eine Abortneigung. Durch das Verfahren kann eine Abortneigung fruhzeitig 
diagnostiziert werden und umgehend eine Therapie eingeleitet werden. Danach kann das 
Verfahren zur Therapiekontrolle eingesetzt werden. Dabei ermoglicht das erfindungsgemaBe 
Verfahren vorteilhaft die Differenzierung zwischen einer St6rung der Dezidua von einer 
trophoblastaren/embryonalen Storung bei beginnendem Abort. Bei einer tropho- 
blastaren/embryonalen Stonmg ist das tflhCG emiedrigt. 

Auch andere SchwangerschaftsstSrungen wie intiauterine Wachstumsretardierung und '-. - J 
Praeklampsie zeigen unphysiologische, d. h. erniedrigte, ehCG Werte, welche mit dem 
erftndungsgemaBen Verfahren diagnostiziert werden konnen. 

Die Bestimmung des ehCG im Serum und aus Proben des Genitaltraktes (Abstrich, Sekret, 
Gewebe) kann vorteilhaft far das Fruhgelsurtenscreening und die Bestimmung des 
Gebuitsbeginus eingesetzt werden Erhohte eBhCG- Werte in Sekreten des Urogenitaltrakts, 
insbesondere Vaginal- und Zervikalsekreten, und erniedrigte Werte im Serum zeigen eine 
Fruhgeburt bzw. am Ende der Schwangerschaft den Geburtsbeginn an. 

Die spezifische Bestimmung der ehCG Konzentration im Fruchtwasser ermSgUcht vorteilhaft 
die Diagnostik dei- Dezifoafutiktion wahrend der Schwangerschaft. Nach der Geburt kann die 
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D ezidua-Funktion vorteilhaft auch durch spezifische Bestimmung der ehCG Konzentration in 
der Lochia nachtr&glich bestimmt werden. Bine hohe eBhCG-Konzentration ist in beiden 
Fallen ein Zeichen fur eine gesunde Funktion der Dezidua. Bine verminderte tBhCG- 
Konzentration ist jedoch ein Hinweis aaf eine Schwangerschafispathtologie. 

Das erfindungsgemafle Verfahren der spezifischen Bestimmung von eBhCG bzw. nicht- 
throphoblastaren BhCG, eignet sich aucli zur Beurteilung der Bffektivitat einer kontrazeptiven 
Mefhode. Bin Ausbleiben, Absinken oder die zeitliche Verschiebung der ehCG-Sekretion ist 
dabei ein Zeichen fur die Qualitat der kontrazeptiven Potenz und ermoglicht die 
Klassifizierung einer Methode. 

Dazu wird die eBhCG-Konzentration in Proben (Sekret, Spulflussigkeit, Zellen, Gewebe) des 
Endometriums bevorzugt in einem ELISA mit eBhCG-spezifischen Antikorpem bestimmt. 

Wird kein eBhCG durch das Endometrium gebildet, ist dies ein Zeichen daftir, dass das 
Endometrium nicht aufhahmebereit fur eine befruchtete Bizelle ist Es besteht somit Jicjiutz 
vor einer Schwangerschaft. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ka rm vorteilhaft auch zur Differenzierung zwischen 
physiologischen und pathologischen Epithelzustanden eingesetzt werden. Dabei signalisiert 
eine epitheliale ehCG-Expression oder eine Expression von nicht-trophoblastSrem BhCG (137, 
B6) physiologische Verhaltnisse, wahrend der Nachweis von tBhCG (B5, B8, B3) in einer Zell- 
oder Gewebeprobe einen Hinweis auf einen pathologischen Bpithelprozess, z. B. einen 
Tumor, eine beginnende Dedifferenzierung oder eine beginnende karanomatSse Entartung 
oder ein Karzinom gibt 

Pathologische Epithelprozesse, welche auf diese Weise mit dem erfindungsgemaBen 
Verfahren insbesondere diagnostiziert werden kounen, sind Endometrioses Myome 
Scbilddriisenerkraokungen sowie Karziuome des Endometriums, des Eierstocks und des 
Peritoneums. 

Die Bestimmung der eBhCG-Expression und die parallele Bestimmung des Gesamt- hCG 
/BhCG oder GesamthCG erfolgt dabei bevorzugt im biologischen Material der Desquamation 
des endometrialen Gewebes nach Separation der epithelialen Zellen von dm Stromazellen, 
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den peiipheren moiionuklearen Blutzellen mid den mononuklearen Lmnunzellen des 
endometrialen Epithels. 

Durch das erfindungsgemafie Verfahren ist es damit moglich, eine regelrechte 
Differenzierung epifhelialer Organe zu unterscheiden von einer FeMdifferenzierung imd 
beginnenden karzinomatosen Entartung. Dies wird moglich, da auf der Ebene der 
Transkription und Translation zwischen dem 137 hCG und dem tumorspezifischen 135 hCG 
differenziert werden kann. Die Konzentrationen und ihre Relationen beider hCG Typen geben 
eine Aussage iiber die Epilhelgesundheit bzw. deren Storung im Sinne einer 
Entdifferenzierung. Auch die bosartige Potenz und die Prognose einer Tumorerkrankung 
konnte davon abgeleitet werden. 

Durch die Erkenntnis, dass hCG auch ein epitheliales Hormon ist, das vom Epithel der 
inneren Oberflache sezerniert wird, ist der Nachweis eines hCG im Serum von gesunden, 
nicht-schwangeren Patientinnen und Patienten ohne Nachweis eines Tumors nicht 
uberraschend. Gegenwartig wird - dieser nicht erklarbare hCG Nachweis > bei 
Patientinnen/Patienten ohne Schwangerschafl und Tumor als das sogenannte 35 Phantom hCG" 
rioch mit dem Vorhandensein von irregularen Antikorpern in Verbindung gebracht Durch das 
erfinduagsgemaBe Verfahren der spezifischen Bestimmung von eflhCG bzw. nicht- 
throphoblastaren BhCG konnen diese Ffflle von phantom hCG" als eine physioldgische 
Spielvariante einer epithelialen Funktionsleistung erklart werden. Durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren kann eine physiologisch erhohte Expression efihCG bzw, nicht- 
throphoblastaren BhCG (137, 136) von einer erhohten tI3hCG (135, J38, B3)-Expression in einem 
Karzinom unterscheiden werden. Unnotige Chemotherapien und langwierige 
kostenaufwendige tTberwachungen dieser Patienten eriibrigen sich somit 

Die Bestimmung der Konzentration von endometrialem BhCG (eBhCG) erfolgt semi- 
quantitativ oder quantitativ. In einer bevorzugten Ausfuhrungsfoim erfolgt die 
Konzentrationsbestimmung mit mindestens einem Antikorper, der spezifisch eflhCG bzw. 
nicht trophoblastares BhCG (tBhCG) erkennt, in einem ELISA, Dotblot-, oder 
Westemblotassay, in einer immunohistochemischen Methode, Flow-Cytometry, oder in einer 
anderen benannten Antikoiper-basierten Methode. In einer alternativen Ausfuhrungsfoim 
erfolgt die Bestimmung der Konzentration von endometrialem BhCG (eBhCG) und die 
Unterscheidung zu trophoblastarem BhCG auf der Ebene der RNA-Expression, z. B. durch die 



14 



WO 2004/109292 PCT/DE2004/001210 

bekannten Methoden der RT-PCR, oder z. B. durch die Hybridisierung mit ei 
Oligonucleotid-S onde. 



Die Brfindung umfasst auch die Antikorper, welche spezifisch eBhCG und nicht tBhCG 
erkennen. Der Begriff Antikorper im Siime der vorliegenden Brfindung umfasst dabei neben 
monoklonalen und polyklonalen Antikorpem auch rekornbinante Antikorper und Fragmente, 
wie z. B. scFv (single-chain-Fragmente) und Fab-Fragmente mit ein. Bevorzugt tragt der 
Antikorper ein Markeimolekul, wie z. B. Biotin, Dioxygenin oder einen Fluoreszenzfarbstoff 

Die erfindungsgemaBen eBh.CG-spezifiscb.en Antikorper erkennen bevorzugt ein Hexa- bis 
Decapeptid im Bereich der Aminosaureposition der 1 17 (SEQ ID No 1) oder im Bereich der 
Aminosauiepositionen 2 und 4 (SEQ ID No 3) der Sequenz des efihCG (SEQ ID No 10). 
Diese eflhcG-spezifisclien Epitopbereiche werden e!39 (SEQ ID No 1) und eBl (SEQ ID No 3) 
genannt. Aus diesen Epitop-Bereichen erkenennen die eBhCG-spezLfischen Antikorper ein 
Eiptop, welches Aminosaureposition der 117 bzw. Aminosaurepositionen 2 und 4 umfasst, 
wie z. B.: 

Pro - Arg - Phe - Gin - Ala - Ser - Ser 

117 

oder: 

Ser - Arg -Glu - Met - Leu - Arg - Pro - 

2 4 

3 

Die erfindungsgemaBen eBhCG-spezifiscken Antikorper reagieren jedoch nicht mit den 
entsprechenden tBhCG-Epitopen B9 und Bl aus den entsprechenden Bereichen (SEQ ID No.2 
und 4) der Sequenz fur tflhCG (SEQ ID No. 8), wie z. B.: 

Pro - Arg - Phe - Gin - Asp - Ser - Ser 

117 



Ser - Lys -Glu - Pro - Leu - Arg - Pro - 
2 4 
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Die erfindungsgemafien Antikorper sind bevorzugt mit einem Peptid ausgewahlt aus den 
Peptidsequenzen gemaB SEQ ID No. 1, 12, sowie 3 und 14 bzw. deren Teilsequenzen 
generiert und reagieren nicht mit den KontroUpeptiden fur tBhCG gemaB SEQ ID No. 2, 13, 
sowie 4 und 15. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testkit zur Bestimmung von definierten 
Zustanden oder Veranderungen in der UterusscMeimhaut bder im Epithel anderer Organe. 

Dieses Testkit enthalt mindestens einen Antikorper, welcher spezifisch eBhCG erkennt, 
sowie gegebenenfalls Stabilisatoren, weitere Antikorper, wie z. B. weitere anti-hCG- 
Antikorper, sekundare Antikorper, Standards, Puffer, Reagenzien zum BlocMeren freier 
Bindungsstellen (z. B. Mageimilchpulver Oder bovines Serumalbumin (BSA). 
Bevorzugt ist in dem diagnostischen Kit der Antikorper, welcber spezLfisch eBhCG erkennt, 
an einen festen Trager gebunden. Ein. solcher fester Trager ist z. B. eine ELISA^Platte, 
bevorzugt aus Polycarbonat, oder im Falle des Dotblot- oder Westemblot-Assays eine FoUe, 
bevorzugt aus Nitrozellulose. 

Die Bindung des Antikorpei-s an eine ELISA-Platte ermqgHcht vortedlhaft die Durcbfuhrung 
eines Sandwich-ELISAs, in dem das Binden des eBhCG an den efihCG-spezifischen 
Antikorper durch einen zweiten antihCG-Antikorper detektiert wird Die Bindung des 
Antikorpers an eine ELISA-Platte wird z. B. durch Inkubieren der platte mit einer 
Antik6rperlosung in 50 mmol/Liter Carbonat bei einem pH-Wert von pH 8 bis pH 9 fur 
mindestens eine Stunde und anschlieJ3endes Trocknen erreicht 

Als zweiter anti-hCG-Antikorper wird bevorzugt ein polyklonaler oder monoklonaler anti- 
aBbCG odei- J3hCG-Antik6rper verwendet, del* im Unterschied zu den erfindungsgemaBen 
eBhCG-spezifisclien Antikorpem sowohl das endometriale als auch trdphoblastare liCG 
erkennt. Dieser Antikorper erkennt bevorzugt ein Epitop, ausgewahlt aus der Gruppe der 
Bpitope Bl bis B9 (besonders bevorzugt B2 bis J38) der BhCG-Untereinheit der Epitope cfBl 
bis cfBl3 auf dem BhCG-core Fragment und der konformationsabhangigen Bpitope aBl bis 
otB4 des intakten od3-Heterodimers der Klassifizierung der .international Society of Onco- 
developmental Biology and Medicine" (ISOBM) (18-20).Bezogen werden konnen derartige 
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Antikorper beispielsweise von der Finna BIOTRBND Chemikalien GmbH, K6M, 
Deutschland oder Serotec Diisseldorf, Deutschland. 

Als Standard fur eBhCG bzw. als Negativkontrolle fur tflhCG sind in dem Teslkit bevorzugt 
eBbCG, oder Peptide mit einer Anunosauresequenz aus sechs bis 15 Annnosauren aus dem im 
Berexch der Aminosaureposition 2 und 4 bzw. im Bereich der Axxxmosaureposition der 1 17 der 
Sequenz des eBbCG (SEQ ID No 7), d. h der Eiptope eBl bzw, eB9 , vorzugsweise Peptide 
der SEQ ID No. 1, 12, 3, 14 bzw. deren Teilsequenzen deren Losungen enthalten. 

Als Standard fur tBhCG bzw. als Negativkontrolle fur eBhCG sind in dem Testidt bevorzugt 
tBhCG, oder Peptide mit einer Aminosauresequenz aus sechs- bis 15 Aminosauren aus dem 
imBerexcbderAmmosam-^^ 

der Sequenz des tBhCG (SEQ ID No 8), . d. h der Eiptope Bl bzw. B9 , vorzugsweise Peptide 
der SEQ ID No. 2, 13,4, 15bzw. deren Teilsequenzen deren Losungen enlhalten. 

Bin weiterer Gegenstand der Erfindung sind die isolierte endometrial B-Untereinneit 
(eBhCG) von humanen Choriogonadotropin (eBbCG) mit der Aminosauresequenz gemaB 
SEQ ID No. 10 und die isolierte Gensequenz fur eBhCG gemaB SEQ ID No 7 und die 
Verwendung der Sequenzen als Marker fur die Schwangerschafediagnose oder zur Diagnose 
der Aufnahmebereitschaft der UlenxsscMeinahaut for eine befruchtete Eizelle. Gegenstand der 
Erfindung sind auch die isolierten Peptidsequenzen gemaB SEQ ID No. 1, 3 12 und 14. 

Die Bifindung umfasst aucb die Verwendung der erfindungsgemaBen eBhCG spezifischen 
Antikorper, der isolierten Peptidsequenzen gemaB SEQ ID No. 1, 3 12 bzw 14 und des 
eifindungsgeinaBenT^ 

bereitecbaft der Uterusschleimbaut fur eine befruchtete Eizelle. 
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Die Brfindung wird anhand der nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele naher exlautert, ohne 
auf diese beschrankt zu sein: 



Ausfuhrungsbeispiel 1: Gewinnung eines polyklonalen Antikorpers spezifisch fur das 
epitheliale endometriale hCG-Molekul (ephCG) zum phCG-Epitop p9 am C-teiminalen Bade 
(AS 109-123). 

Ausfuhmngsbeispiel 2: Gewinnung eines Antikorpers spezifisch fur das epitheliale 
endometrial hCG-Molekiil (e|3hCG) zum phCG-Epitop pi (AS 1-15). 

Ausfuhrungsbeispiel 3 : Generierung von monoMonalen Antikorpern. 

Ausftthrungsbeispiel 4: Verfahren zum Nachweis des ephCG in Karperflttssigkeiten und 
Gewebehomogenaten mittels ELISA. 

Ausfuhrungsbeispiel 5: Zusanrtnensetzting eines Testkists zum Nachweis des ephCG in 
Korperfliissigkeiten und Gewebehomogenaten mittels BLISA. 

Aiisfuhrungsbeispiel 6: Verfahren zur Feststellung optimaler Implantationsbedingungen durch 
die Bestimmung von endometrialem hCG. 

Ausfuhrungsbeispiel 7: Verfahren zum Feststellen von physiologischen Endometriums- 
zustanden und zur Erfassung von Fertilisations storungen im menstruellen Zyklus durch die 
Bestimmung von ehCG. 

Ausfuhrungsbeispiel 8: Verfahren zur retrograden Beurteilung optimaler Implantations- 
bedingungen durch die Bestimmung von endometrialem hCG im Menstrualblut 

Ausfiihrungsbeispiel 9: Verfahren zur Diagnostic fur eine Differenzierung zwischen 
mutterhch-dezidualen vs. embryonal-trophoblastaren Storungen bei Abortneigung und 
beginnendem Abort. 
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Ausfuhrungsbeispiel 10: Verfahren zum Fiifligebiutsscreening bzw. zur Diagnostik des 
Geburtsbeginnes. 



Ausfiihrungsbeispiel 1: 

Fur die Gewinnung von Antikorpern, die spezifisch das endometrial und dezidual trans- 
latierte eBhCG gema/3 SEQ ID No 10 erkennen, wird in diesem Ausfiihrungsbeispiel das 
folgende Dekapeptid (SEQ ID No. 12) als Antigen mit hoher Antigenizitat aus dem fur die 
Antikoipergewinnung zum ephCG-Epitop ep9 in der Erfindung empfohlenen Aminosaure- 
sequenzbereich (SEQ ID No. 1) verwendet: 

PI: Cys-Asp-Asp-Pro-Arg-Phe-Gln-Ala-Ser-Ser (SEQIDNo. 12) 

Dieses PI ist ein synfhetisch.es Peptid mit 10 Aminos auren (AS) aus der Aminosauresequenz 
109 - 123 des Exon 3 der endometrialen Variante des P7- und P6-Gen. Dieses Peptid 
unterscheidet sich vom bekannten, dem C-terminalen Peptid (CTP-phCG) nahen Epitop P9 
der tiophoblastai-en phCG-Untereinheit dm-cb. ein Alanin (Ala) - statt Aspartat (Asp) - an 
Position 8 des Peptids (Aminosaureposition 117 im phCG). Die ausgewahlte Aminosaure- 
sequenz unterscheidet sich betrachtlich von der Sequenz der PLH-Untereinheit (SEQ ID No. 
11). Altemativ konnen auch andere Peptide mit 7 bis 15 Aminosauren aus dem 
Sequenzbereich aus dem Aminosauresequenzbereich ephCG-Epitop eP9 (SEQ ED No. 1) 
verwendet werden, welche ein Alanin (Ala) an der Position aufweisen, die der 
Aminosaureposition 1 17 im ephCG (SEQIDNo 10) entspricht 

Zur Gewinnung von Kontioll-Antikorpem, die spezifisch die P5, p8, P3 - Untereinheiten des 
bekannten trophoblastaren hCG (thCG) (SEQ ID No 8) erkennen, wird in diesem 
Ausfubrungsbeispiel das folgende synfhetische Dekapeptid (SEQ ID No 13) als Antigen mit 
hoher Antigenizitat aus dem fur die Antikoipergewinnung zum phCG-Epitop p9 in der 
Erfindung empfohlenen Ammosauresequenzbereich (SEQ ID No. 2) im Epitop p9 nahe dem 
CTP-phCG eingesetzt: 

Kl: Cys-Asp-Asp-Pro-Arg-Phe-Ghi-Asp-Ser-Ser (SEQIDNo. 13) 
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Die Peptide PI und Kl wurden durch konventionelle SoUd-phase-Peptidsynthese hergestellt, 
durch Gelfiltration und Ionenaustausctichroinatographie gereinigt und durch HPLC 
spezifiziert (23, 49). 

Die aus dem in der Erfindung empfohlenen Aminosauresequenzbereich. fur das phCG- 
Bpitop 09 in diesem Ausmhrungsbeispiel ausgewahlten Peptide PI und Kl werden mit dem 
EZ Antibody Production and Purification Kit, Carboxyle reactive (Pierce C3iemical Co., 
Rockford, IL) nach der HersteHervorschrift an das Protein keyhole h^ethemoc^anin (KLH) 
als Carrier gebunden (53). Nach der entsprechenden Vorschrift wurden die Peptide fur den 
nachfolgendbeschriebenen BLISA an Bovine Serumalbumin (BSA) als Carrier gebunden. 

Fur die Herstellung polyklonaler Antikorper werden funf 12 Wochen alten Kaninchen (New 
Zealand White, jeweils circa 2 kg k Gewicht) verschiedene Losungen mit einem 
Gesamtvolumen von jeweils 500 ul i. p. injiziert. Kaninchen #1 erhalt 200 ug KLH- 
gebundenes Peptid PI in 0,1% NaGl mit 1:1 Adjuvant Specol (ID-DLO, Lelystad), 
Kaninchen #2 erhalt 500 ug KLH-gebundenes Peptid Kl in 0,1% NaCl mit 1:1 Adjuvanz 
Specol, Kanhichen #3 erhielt nur 0,1% NaCl mit 1:1 Adjuvanz Specol. 14 Tage spater wird 
die Injektion mit jeweils der gleichen Losung i. p. wiederholt (Boosterung). Bine letzte 
Boosterung erfolgt 3 Wochen nach der ersten Boosterung mit der gleichen Losung. 14 Tage 
nach der letzten Boosterung werden Seren entnommen Die Seren werden in einem ELBA 
nach Standardbedingungen auf das Vorhandensein spezifischer Antikorper gegen PI 
untersucht. 

Fvir den ELISA wurde das BSA-gebundene Peptid PI zunachst in einer Konzentration von 10 
ug/ml in einem Beschichtungspuffer (0,1 mol/Liter Natriumcarbonat/Bicarbonat, pH 9,6) in 
50 uWertiefung auf eine MaxiSorp BLISA-Platte (Nunc) aufgebracht und fur 1 h bei 37 °C 
inkubiert Parallel dazu wurde eine Platte (=Negativ-KontroEplatte) entsprechend nrit einer 
L6sung des BSA-gebundenen Kontrollpeptids Kl beschichtet Die Vertiefungen wurden 
anschliefiend fiinfinal mit PhosrAat-gepufferter Kochsalzlosung mit Zusatz von 0,1 % Tween 
20 (PBS-T) gewaschen. Dann wurden jeweils 200 ul einer 10%-igen Milchpulver-Losung in 
PBS-T zugegeben und fur 1 h bei 37°C inkubiert und einmal mit PBS-T gewaschen. Die so 
vorbereiteten Platten wurden mit den Imrrnmseren inkubiert, 3 x mit PBS-T gewaschen und 
0,5 h mit einem biotinyherten Anti-Kaninchen-IgG (Dako) als sekundarem Antikorper 
inkubiert und dreimal mit PBS-T gewaschen. 
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AnschlieBend wurde eine 1:2000 Verdiinnung eines Stieptavidm-Peroxidase-Konjugats 
(Sigma) in PBS-T zugegeben. Nach 30mintitiger Inkubation bei 37 °C wurde die Platte 
zweimal mit PBS-T und einmal mit PBS gewaschen und ein Substrat (100 fil), das o- 
Phenyldiaminliyhrochlorid enthielt, zugegeben. Die gelbbraune Farbentwicklung wurde nach 
5 Minuten durch Zugabe von 50 ul 2M H 2 S0 4 gestoppt und die optische Dichte wurde bei 
einer Wellenlange von 490 nm (Referenz-Wellenlange: 650 run) bes timmt 
Hierbei konnten P 1-spezifische Antikorper nur bei Kaninchen #1 bei den Seren, die ab dem 7. 
Tag nach Injektion gewonnen worden waren, nicht jedoch bei den Seren vor der Ihjektion 
sowie bei keinem Serum von Kaninchen #2 und #3 detekfiert werden. Diese Versuche 
demonstrieren, dass das Peptid PI in der Lage ist, spezifische Antikorper in Kaninchen zu 
induzieren. 

Zur mimunafTuiitatschromatogi-aphischen Aufreinigung der AntikSrper aus dem Serum wird 
das Peptid PI entsprechend der HersteUervorschrift des EZ™ Antibody Production and 
Purification Kits, Carboxyle reaktive (Pierce) an eine Diarrnnodipropylamine^Saule 
immobilisiert (53). Das Serum, aus dem die spezifischen AntikSrper gereinigt werden sollten, 
wurde zur Inaktivieixmg fur 30 Minuten bei 56 °C inkubiert. Danach wurde es auf die Same 
gegeben und Hef hindurch. AnschUeJ3end wurde die Saule mit 20 ml PBS und mit 10 ml einer 
0.5 Mol/Liter MgCl 2 -L6sung gewaschen. Die Blution der spezifisch gebundenen Antikorper 
erfolgte dui-ch Zugabe von 3 ml 3 Mol/Liter MgCl 2 , gefolgt von 3 ml 4 Mol/Liter MgCl 2 . Die 
Eluate wurden in Dialyse-Schlauche (Pierce) gegeben und ilber Nacht bei 4 °C gegen 1 Liter 
PBS dialysiert. AnschtieBend wurde der Proteingehalt der dialysierten Praparationen mittels 
des BCA-Protein-Kits (Pierce) bestimmt, die Reinheit durch SDS-PAGE und Coomassie- 
blue-Farbung sowie die Spezifitat der Antik6rpei--Praparationen mittels ELISA nachgewiesen. 

Ausfuhrungsbeispiel 2: 

Auch fur die weiteren Ammosauredifferenzen zwischen tBhCG und ephCG im phCG- 
Epitopabschnitt pi in den Aminosaurepositionen +2 ( Lys zu Arg) und +4 (Pro zu Met) wird 
ein ephCG-spezifischer Antikorper und ein tphCG-spezifischer Kontroll-Antikorper 
hergestellt. 

Zur Generierung von Antikorpern, die spezifisch das endometrial und dezidual translatierte 
ephCG gemaB SEQ ID No 10 erkennen, wird in diesem Ausfuhrungsbeispiel das folgende 
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synthetische Peptid (SBQ ID No. 14) als Antigen mit holier Anugeiuzitat aus dem fur die 
Antikorpergewinnung zum phCG-Epitop epl in der Erfindung empfohlenen 
Aminosauresequenzbereich (SBQ ID No. 3) verwendet: 

P2: Sea- - Arg -Glu - Met - Leu - Arg - Pro - Arg - Cys - Arg - Pro (SBQ ID No. 14) 

Dieses P2 ist ein synthetisches Peptid aus dem Ammosauresequeazbereich 1-15 im Exon 2, 
das sich vom bekannteu Epitop pi der trophoblastaren PhCG-Untereinheit in zwei Amino- 
saurepositionen unterscheidet. Die ausgewahlte Aminosauresequenz P2 unterscheidet sich in 
diesem Epitop-Abschnitt auch betrachtlich. von der Sequenz der pLH-Untereinheit (SEQ ID 
No. 11). Altemativ konnen auch andere Peptide mit 7 bis 15 Aminosauren aus dem 
Sequenzbereich aus dem Aminosauresequenzbereich ephCG-Epitop epl (SEQ ID No. 3) 
verwendet werden, welche ein Argenin (Arg) und ein memeonin (Met) an den Positionen 
aufweisen, die den Aminosaurepositionen 2 und 4 im ephCG (SEQ ID No 10) entsprechen. 

Zur Gewinnung von KontroU-Antikorpem, die spezifisch tphCG (P5, p8, P3) erkennen, wird 
entsprechend mit dem adaquaten, als Beispiel ausgewahltes synthetisches Peptid (SEQ ID No. 
15) der Aminosauresequenz des p hCG-Gens J35 aus dem Epitop Bl (SEQ ID No. 4) - 
Aminosauresequenzbereich AS 1 bis 15 des tBhCG (SEQ ID No 8) verfahren: 

K2: Sei-Lys- Glu -Pro -Leu -Arg -Pro -Arg -Cys -Arg -Pro (SEQBDNo. 15) 

Die Immunisierung der Kaninchen war mit P2 und K2 genauso erfolgreich, wie mit PI und 
Kl. Es wurden mit P2 ebenfalls ephCG-spezifische Antikorper erhalten, die keine Cross- 
Reaktivitat fax K2 oder tphCG und auch keine Crossreaktivitat zu PLH zeigten. 

Ausfuhrungsbeispiel 3: 

Die Generierung von monoklonalen AntikOrpem (mAb) erfolgt entsprechend der in der 
Literatur gut beschriebenen Hybridomherstellung fur die ISOBM-MAb h54, 264, 277, 278, 
287, 282 und 313 fur Epitop P8, FB-12 und 280 fur Epitop p9 und 265, 274 und 284 fur 
Epitop pi mit Carrier-gebundenen synfhetischen BhCG-Peptidsequenzen (18, 20-24, 45-48), 
wobei in den Peptidsequenzen die Aminosauren an Position +2 , +4 und +117 fur das 
endometriale hCG (efihCG) ausgetauscht wurden. Die HeisteUung der ISOBM-mAb hatte 
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gezeigt, dass die Herstellung von Hybridomen, welche Antikorper der gewunschten BhCG- 
Spezifitat sezeroieren, zuverlassig wiederholbar ist (18, 24, 45-48). 

Zur Hybridornhei^tellung wurden dabei die Catrier-gebundenen synthetischen e0hCG- 
spezifischen Peptidsequenzen PI und P2 (SEQ ID No. 12 und 14) sowie die Konuollpeptide 
Kl und K2 (SEQ ID No. 13 und 15) verwendet. 

Die Herstellung der monoklonalen Antikorper fur PI wird nachfolgend naher erlautert: 

Die Lnmunisiei-ung erfolgte in B ALB/ c-Maus en. Dazu werden pro Maus etwa 1 mg 
gereinigtes Carrier-gebundenes Peptid benotigt. 

Immunisierung: 8 sechs bis acht Wochen alte weibUche BALB/c-Mause (Roche, Institut fur 
Biologisch-Medizinische Forschung, Basel, Scbweiz) werden mit dem entsprechend 
Ausfubrungsbeispiel 1 hergestellten KLH-gebundenen Peptid PI fur jedes Tier nach 
folgendem Protokoll immunisiext (18, 20, 24, 45-51): Die erste toiunisierung erfolgte durch 
subkutane Injektion von 50-150 ug phCG-Peptidimmunogens am Carrier pro Tier in 
kompletter Freund'scher Adjuvanz. Die weiteren Immunisierungen erfolgen jeden zweiten 
Tag durcb Injektion derselben Menge Immunogen in inkompletter Freund'scher Adjuvanz. 
Am Tag 17 erhalten die Mause eine intraperitonale Immunisierung mit wiederum je 50-150 
ug des Antigens in PBS fur jedes Tier. Die Immunseren werden mit dem hCG-POD-System 
auf freigesetzte Antikorper getestet (ELISA in Ausfuhrungsbeispiel 1). Die Mause mit den 
hohen hCG-Antikorper-Immunantworten (etwa 3) werden mit nochmals 50-150 ug phCG- 
Immunogen geboostert und nacb drei Tagen fur die Fusion vorgesehen. 

Fusion: Nach der Immunisierung werden aus den Kniegelenk-Lymphknoten und Milzen 
derart immunisierter Mause die Splenozyten (B-Lymphozyten) isoliert und mit Zellen der 
Mausmyeloma-Zelllinie P3-X63-Ag8.653 (American Type Culture Collection) nach der 
Methode von Kohler und Milestein (51), wie bei Kovalevskaja (47) beschrieben, fusioniert 
Das Verhaltnis von Splenozyten zu Myelomazellen betragt dabei 4: 1 bis 6: 1. RPMI-1640 mit 
10 % fetalem Kalberserum (FKS) oder Polyethylenglycol 1500 (Sigma) wird als 
Fusionsmedium verwendet Das Immunserum der ausgewahlten Mause wird als 
Positivkonti-olle gesammelt. 
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Die Spezifitat des Antikorpers wurde sowohl gegen das heterodimere aPhCG-MolekGl mit 
ephCG als P-Untereinheit, als audi gegen das angegebene Peptid PI im oben beschriebenen 
ELIS A nachgewies en. 

Die derart durch Tmrmini sienmg, Isolierung, Hybridisierung und Feitareinigung hergestellten 
monoldonalen Antikdrper werden bei - 20° C gelagert. 

Die Herstellung von monoklonalen Antikorpem mit dem Peptid P2 erfolgte nach der gleichen 
Vorschrift und fuhite zu vergleichbaren Ergebnissen. Es wden mit P2 ebenfalls e(3hCG- 
spezifiscbe Antikorpei- erhalten, die keine Cross-Reaktivitat fiir K2 oder tphCG zeigten. 

Ausfuhrungsbeispiel 4: 

Zum Nachweis des epithelialen endometrialen und dezidualen hCG (ehCG) in Korper- 
flxissigkeiten und Gewebehomogenaten werden die nach Ausfuhnrngsbeispiel 1 bis 3 
gewonnenen |3hCG Epitop |38- und phCG Epitop 01 -spezifischen endometrialen respektive 
dezidualen 0hCG-Antik6rper an Mikrotiteiplatten adsorbiert und Testsysteme auf der Basis 
der EIISA-Technik entwickelt Als Kontrollsystem dienen adaquate ELISA-Anordnungen 
unter Vemendung der vergleichbaren trophoblastaren pbCG (tbCG)-Antikorper des je- 
weiligen phCG-Epitopes pi und P8 (18, 21-24, 47). 

Sandwich-EIISA: Entsprechend Austiinrungsbeispiel 3 werden die immungereinigten PI und 
P2 (efihCG) sowie Kl und K2 (tBhCG) spezifischen monoklonalen ephCG-AntikSrper als 
Erstantikorper in einer Losung von lOOul/well an MaxiSorp BLISA-Platten (Nunc, 96 wells) 
adsorbiert (10 ug/ml in 200 mM Bicarbonat-Puffer, pH 9,6 , 1 Stunde bei 37° C oder uber 
Nacht, 4° C). Die wells werden aoschliefiendzweimal mit Waschpuffer (10 mM PBS, pH 7,2 
mit 0,05% Tween 20) gewaschen und eine Stunde mit Blockingpuffer (1 % BSA in PBS pH 
7,2) inkubiert. 

Es folgt die Inkubation O'eweils 100 ul, 1 Stunde , 37° C) mit dem Serum, in dem das 
endometriale hCG (ephCG) nachgewiesen werden soil. Das Serum wird dazu 1:10 bis 1: 1000 
in Blocking-Puffer veidunnt. Als Standardreihe der hCG-Bestimmung werden zusatzlich die 
synlhetischen Peptide PI, P2 (endometriumspezifisch) und Kl und K2 (trophoblast- 
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spezifisch) in sects verschiedenen Konzentrationsstufen zwischen 0 und 1000 ng/ml 
inkubiert 

Wenn hCG in den verwendeten Proben anwesend ist, wird es sich. an den immobilisierten 
endometrium- oder trophoblastspezifischen Antikorper der wells binden. Das Assaysystem 
benutzt nach jeweiligen Waschschritten den zweiten biotinyherten aati-phCG-Antikorper, der 
sich als Sandwich an den immobilisierten solid phase-phCG-Anttk6rper-/phCG-Komplex 
bindet. Als zweiter monoklonaler hCG/phCG-Antik6rper der sowohl das endometriale als 
auch trophoblastare Gesamtmolekul hCG und seine 0-Untereinheit erkennt wird in diesem 
Ausfuhrungsbeispiel ein biotinylierter Antikorper spezifisch fur das hCG 02 Epitop (INN-22 
Serotec) verwendet. Nach Iokubation bei Zimmertemperatur und weiteren Waschschritten zur 
Entfemung des uberschussigen enzymgebundenen |3hCG-Antikorpers wird fortgefahren wie 
im Ausfuhrungsbeispiel 1 dargestellt Die Detektion wird eingeleitet mit einer 1:2000 
Verdunnung des Streptavidin-Peroxydase-Konjugates (Sigma) in PBS-T. 

Nach 30 miniitiger Inkubatin bei 37° C wurde die Platte zweimal mit PBS-T und einmal mit 
PBS gewaschen und ein Substrat (100 ul), das c^Phenylend^aminhydrochlorid enthielt, 
zugegeben. Die gelbbraune Farbentwickling wurde nach 5 Minuten durch Zugabe von 50 p.1 2 
M Schwefelsaure gestoppt und die optische Dichte wurde bed einer Wellenlange von 490 nm 
(referenzwellenlange: 650 nm) bestimmt. 

Ausfuhrungsbeispiel 5: 

Ein Testkit zum spezifischen Nachweis des endometrialen respektive dezidualen hCG und 
seiner phCG-Untaeinheit (eBhCG) in Korperflussigkeiten und Gewebehomogenaten in einem 
EUSA enthalt beispielsweise folgende Komponenten: 

1. Eine mit eflhCG-spezirischen Antikorper Hon PI. 2 aus Ausfuhrungsbeispiel 3 
(spezifisch fur im Endometrium und Dezidua exprimiertes efihCG, erkennt nicht 
tBhCG) vorbeschichtete ELISA-Platte Oeweils 10 ug pro well), 

2. Sechs Verdunnungen des Peptids PI als Standardreihe (0, 10, 50 100, 500, 1000 
ug/ml), 

3. Waschpuffer PBS-T (10 mM PBS, pH 7,2 nrit 0,05% Tween 20), 

4. BlockingpufFer (1 % BSA in PBS pH 7^), 
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5. biotinylierter GesammCG/0hCG-Antik6rper als zweiter hCG-Antik6rper spezifisch 
fur das hCG 02 Epitop (TNN-22 Serotec), 

6. StreptaTddin r HRP-Konjugat (Dako), 

7. PBS (Dako), 

8. o-Phenylendiamin als Substrat, 

9. 2 M Schwefelsaure als Stoplosung. 

Altemativ zu Komponente 5 enihalt der Testkit beispielsweise als zweiten hCG-Antik6rper 
einen biotinylierten Antikorper spezifisch fur das b.CG P4 Epitop (ENN-24, Serotec). 

Bin adaquater Testkit als Konti-oll-Kit oder zur spezifischeu Bestimmung des trophoblastaren 
hCGin Korperfltissigkeiten oder Gewebehomogeuaten enthalt beispielsweise 
die obigen Kornponenten 3. bis 9. und anstelle Komponente 1. einen durch die Imminnsierung 
mit Kl erhaltenen tpbCG-spezifischen Antikorper und anstelle Komponente 2. entsprechende 
Verdunnungen des Kontrollpeptides Kl als Standardreihe. 

Mit dem Kit zum speztfischen Nachweis des eJ3hCG Vann die Quantifizierung und Bewertung 
der spezifischen epitnelialen endometrialen hCG-Sekretion (ehCG) in Korpexflussigkeiten 
und Zell- oder Gewebehomogenaten der fruhen bis mittleren Sekretionsphase des 
menstruellen Zyklus optimale Implantationsbedingungen (Ausfuhrungsbeispiel 6) wie auch 
m6gliche Fertilisations- stdrungen (Ausfuhrungsbeispiel 7) sowobl prospektiv als auch 
retrograd unter dem Aspekt der endometiialen Diagnostik und Therapiekontrolle erfaBt 
werden. 

Ausfohrungsbeispiel 6: 

Fur die prospektive Diagnostik der Embryorezeptivitat in der fruhen Sekretionsphase ernes 
aktuellen Zyklus werden von der Patientin z. B. mit Kinderwunsch mittzyklisch ein Abstrich 
aus dem Zervikalkanal mit Zei-vikalsekret oder ein Scheidenabstrich mit Vaginalsekret fur die 
diagnostische Bewertung der Implantationsbedingungen vorgenommen. Dieser Abstrich wird 
auf die vorhandene beginnende oder in Gang befindliche Bxprimierung bzw. Sekretion des 
eBhCG mittels dem in Ausfuhningsbeispiel 4 beschriebenen ELISA untersucht. Damit konnen 
Aussagen iiber die Qualitat der sekretoiischen Ti-ansformation und der zu erwartenden und 
Rezeptivitat des Endometriums getroffen werden. 
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Im Rahmen der in vitro-Feitilisation wird zwei Tage nach der Follikelpunktion kurzficistig ein 
Wattebausch in die Zervix eingelegt oder ein Scheidenabstrich abgenoromen und mittels dem 
in Ausfuhrungsbeispiel 4 beschriebenen ELISA die Aktivierung des eflhCG diagnostiziert. 
Ein positiver eflhCG-Nachweis signalisiert ein rezeptives Endometrium, und der noch in der 
Kultur bejHndliche Embryo kann 1 bis 2 Tage spater transferiert werden. Fallt hingegen der 
Test negativ aus, wird der Embryo kryokonserviert und im nachsten fur eBhCG positiv 
befundeten Zyklus in die Gebannutterhohle eingespiilt Es konnen damit Entscheidungen zum 
Embryotransfer oder zur Insemination der hoimonell stimulierten Patientin fur den aktuellen 
oder erst nachstfolgenden Zyklus getroffen werden. Neben dem Cervixsekret kann aber auch 
Probenmaferial (Gewebe, Zellen, Perfust) anderer epithelialer Organe wie Mttadschleimhaut 
oder Vaginals chleimh aut eingesetzt werden. Da alle epithelialen Organe dem Zyklus mehr 
oder wenig unterworfen sind, konnen auch diese in die Untersuchung einbezogen werden. 

Ausfuhrungsbeispiel 7: 

Mit diesem Aiisfuhrungsbeispiel konnen bei Patientinnen physiologische oder pathologische 
Endometriumzustande detektiert und mogliche Fertilisationsstorungen unter dem Aspekt der 
endometrialen hCG-Diagnostik und Therapiekonfrolle im aktuellen Zyklus oder Folgezyklus 
erfaSt und bewertet werden. 

Zu diesem Zweck werden der Patientin in der sekretorischen Phase der endometrialen 
Transformation, vor allem der mittleren Sekretionsphase um den 20.-24. Zyklustag, ein 
Abstrich aus dem Zervikalkanal mit Cervikalsekret oder Scheidenabstrich mit Vaginalsekret 
fur die diagnostische Bewertung vorgenommen. 

Diesei- Abstrich wird auf die vorhandene beginnende oder in Gang befindliche Exprimierung 
bzw. Sekretion des eflhCG mittels dem in Ausfuhrungsbeispiel 4 beschriebenen ELISA 
untersucht. Damit konnen Aussagen zur fehlenden, unterwertigen oder hohen sekretorischen 
Transformation des Endometeriums und der Qualitat der zu erwartenden Rezeptivitat des 
Endometriums fur die Patientin getroffen werden. 

Das Vorhandensein von eindeutig meflbarem eflhCG am 20. bis 24. Zyklustag signalisiert ein 
gesundes zeit- und funktionsgerecht umgewandeltes Endometrium. Dies ist gleichzeitig 
Ausdruck einer ungestorten Interaktion zwischen Hypothalamus und Hypophyse, dem 
Eierstock und dem Uterus. Mit dem angegebenen Verfahren des Abstriches von Patientinnen 

28 



WO 2004/109292 PCT/DE2004/001210 

fBr Untersuchungen des ehCG in Korperfliissigkeiten und Zell- und Gewebehomogenaten 
kann die Diagnostik und Therapiekontrolle der Uterusfunktion vorgenommen werden. Fur 
diese ehCG-Bestimmungen mit den obengenannten Methoden kann auch das kflrettierte 
Endomettium von Strichabrasiones nach diagnostischer Iadikation eingesetzt werden. 
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Ausfuhningsbeispiel 8: 

Auch die Abnahme von Menstrualblut bei Patientinnen nach unstimulierten, stimuHerten oder 
gestorten Zyklus stellt eine wichtige, eiufache und bisher nicht genutzte Methode der 
retrograden Implantationsdiagnostik dar, urn Aussagen uber die sekretorische Transformation 
des Endometriums des vorangegangenen Zyklus zu detektieren und urn gegebenfalls 
Aussagen fur die Rezeptivitat des Folgezyklus zu treffen. Diese nicht invasive Methode Vanti 
die invasive Methode der diagnostischen Strichabrasio in ihrer Aussage erganzen oder 
ersetzen. 

Das Menstrualblut im Brgebnis der endometrialen Desquamation wird wie Peripherblut nach 
Zentrifugation zur Abtrennung von Zellmaterial und Stroma for die direkten Messungen der 
endometrialen hCG-Sekretion (ehCG) mit spezifischen ehCG-Antikorpem im ELISA-Test 
entsprechend Ausfuhrungsbeispiel 4 eingesetzt. Das Menstrualblut "wird nach spontanem 
Zyklus, nach Hormontherapie, nach IVF und ET ohne erfolgreiche Implantation sowie bei 
vorgesehener Diagnostik des Zyklus bei Kinderwunschpatientinnen und bei IUD- 
Patientinnen, Myom und Endometriose gewonnen. Dabei erfolgte eine par allele Analyse von 
Peripherblut zum selben Zeitpunkt zum AusschluB eines ebenfalls erhohten Serumwertes von 
ehCG. 

Das vom Menstrualblut abgetrennte epitheliale und stromale Zellmaterial des endometrialen 
Gewebes nach Desquamation wird ebenso wie das Menstrualplasma mittel ELISA-Tests zur 
Bewertung der Expression und Sekretion des endometrialen hCG im vorangegangenen Zyklus 
genutzt. 

Ausfuhrungsbeispiel 9: 

Die Diagnostik fur eine Differenzierung zwischen miitterlich-dezidualen vs. embryonal- 
trophoblastaren Storungen bei Abortneigung und beginnendem Abort basiert darauf, dass im 
mtitterlich-dezidualem Gewebe der Schwangerschaft wie im sekretorischen Endometrium 
eBhCG exprimiert wird. Im embryonal-trophoblastaren Gewebe der Plazenta wird 
trophoblastares hCG exprimiert und translatiert Die hCG-Konzentrationen des Peripherblutes 
in der Schwangerschaft zeigen ein S ekreti on sm aximum im ersten Trimenon und sind liber das 
zweite und dritte Trimenon betrachtiich. 
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Mit diesem Ausfuhrungsbeispiel wird eine Anwendung aufgezeigt, im Peripherblut, aber auch 
im Vaginal- Oder Zervixsekret nach Abstrich, im freigesetzten Fruchtwasser bei perforierter 
Oder geplatzter Blase, im Locbilalblut sowie anderen epithelialen Sekreten und/oder deren 
Zell- und Gewebehomogenaten von Patientinnen in der Schwangerschaft hCG differenziert 
als endometrial/deziduales bCG (ehCG) und trophoblastics hCG (thCG) im EUSA-Test 
oder in der quantitativen Real time RT-PCR zu bestimmen. 

Bei drohendem Abort, gekennzeichnet durch eine beginnende uterine Blutung, wird 
iherapeutisch polypragmatiscli vorgegangen, weil zumeist die Ursacbe der Storung unklar ist. 
Bei drohendem Abort kann aber durch eine Differenzierung von embryonalen hCG (ehCG) 
und dem frophoblastaren hCG (thCG) zwiscben einer mutterHch-dezidualen vs. tophoblastar- 
embryonalen Ursacbe der Storung unterschieden werden. 

Dazu wird Seium von der Patiemin oder die oben angegebenen weiteren Korperflussigkeiten 
und Zell- und Gewebehomogenate entnommen und mit den beiden in der Erfindung 
entwickelten ELISA-Kits auf ebCG und/oder thCG untersucbt (Ausfuhrungsbeispiel 4). tbCG 
kann auch mit herkommUcben kommei-zieUen Kits erfaBt werden, die fur iibbche plazentare 
bCG-Messungen in der Schwangerschaft empfohlen werden. (DPI, Abbott, Serono, Roche, 
Baxter). Ein niediiges ehCG zeigt eine beginnende deziduale msuffMenz, wabrend ein im 
Verhaltis niediiges thCG eine Storung der fetoplazentaren Einheit signalisiert. Wabrend die 
erste Stomng behandelbar ist, muss bei der Storung der tbCG-Sekretion uberpriift werden, ob 
eine Therapie macbbar und sinnvoll ist. 

Auch Mt sich die Prognose einer drohenden Fehlgeburt aus dem Blut detektieren. Dazu wird 
Abortblut mit einem Spekulum aus dem hinteren Scbeidengewolbe entaommen und eine 
Bestimmung des ehCG mit dem in der Erfindung entwickelten ELISA-Kit vorgenommen. Bei 
geringen Blutungen kann mit einem Wattebausch Blut oder blutiger Cervixschleim ent- 
nommen und mittels ELISA-Test (Amfuhrungsbeispiel 4) und/oder quantitativer Real time 
RT-PCR auf efihCG untersucht werden. Ein hoher ehCG-Nachweis weist auf eine deziduale 
Storung bin. Bei sehr hohen ehCG-Werten muss mit einer nicht therapierbaren Fehlgeburt 
gerechnet werden. 



Das Vex-fahren dieses Ausfuhrungsbeispiels kann auch zur Therapiekontrolle in der 
Behandlung dezidualer Storungen genutzt werden. 
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Ausfiltoiagsbeispiel 10: 

Das Fr uhgeburts s creening bzw. die Diagnostik des Geburtsbeginnes basiert darauf, dass das 
embryonale hCG (ehCG) im Genitaltraktes vor der Friihgeburt earhSht ist, wShrend das ehCG 
im Serum erniedrigt gefunden wird Axis dies em Grund laBt sich das obengenannte Verfahren 
zum Fnihgeburtss creening eiosetzen. Bin gleidisinniges Muster wird anch bei Geburtsbeginn 
am Bade der Schwangerschaft gefunden. 

Bei Patientinnen werden fur ein Friihgeburtsscreening oder zur Diagnose des Gebuiisbeginns 
aus dem Genitaltrakt (Cervix, hinteres Scheidengewolbe) Sekret oder Zellen entnommen. Im 
Sekret wird mit obengenannten ELISA-Test das ehCG bestimmt, wahrend bei der Gewioming 
von Zellen im Sekret mittels der quantitative Real time RT-PCR die ehCG fl7-Expression 
erfaBt wird Ein erhohter ehCG-Nachweis im Sekret signalisiert eine beginnende Fruhgeburt, 
ebenso wie ein vermindertes ehCG 137 in den Zellen des Genitaltraktes. 

AuBerdem ist ein FruhgeburtensCTeening durch eine Serumuntersuchung moglich. Dabei wird 
Serum von der Patientin gewonnen und das ehCG bestimmt Bei niedrigen bzw. abfallenden 
ehCG-Werten ist mit einer Filihgeburt zu rechnen. 

Anstelle des in den Ausfuhrungsbeispielen beschriebenen BLISA-Tests zum Nachweis der 
eBhCG Konzentration kann in den Gewebeproben auch eine quantitative Brfassung der ehCG- 
Genexpression durch Real time RT-PCR erfolgeu. 
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AbkiirzvmgsYerzeichnis: 

In der Erfindungsbeschreibung werden folgende Abkurzungen verwendet 



ahCG 


alpba-Untereinheit des humanen Choriogonadotropin 


BhCG 


beta-Untereinheit des humanen Choriongonadotropin 


BSA 


Bo vines S eramalbumin. 


CTP 


C-tenrunalesPeptid 


EDTA 


Ethylendianiintetraacetat 


BT 


Embryotransfer 


efihcG 


endometrial beta-Untereinheit des humanen Choriongonadotropin 


ehCG 


endometriales humanes Oioriongonadotropin (efihCG + ochCG) 


hCG 


Humanes Cboriongonadotropin 


IgG 


Immunglobulin Gamma 


ISOBM 


International Society of Oncodevelopmental Biology and Medicine 


IUD 


Intrauterine Device 


IVF 


In-vitro-Fertilisation 


KLH 


keyhole limpet bemocyanin bemocyanin 


PBS-T 


Pbosphat-gepufferte KocbsaMosung mit Zusatz von 0, 1 % Tween 20 


BLISA 


En2yme-Linked-Immunosorbent-Assay 


mAb 


Monoklonaler Antikorper (monoclonal antibody) 


MBIA 


Micropaitikel-Enzym-Immuno-Assay 


mM 


mMol/Liter 


PBS 


Pbospbat-gepufferte Kocbsabdosung 


tBhCG 


throphoblastare beta-Untereinheit des humanen Oioriongonadotropin 
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1. Verfahren. zur Bestimmung von definierten Zustanden oder Veranderungen in der 
UterusscMeimhaut oder im Epithel anderer Organe, bei dem in einer 
Korperflussigkeitsprobe und/oder Gewebeprobe und/oder Zellen die Konzentration von 
humanen endometrialem Choriongonadotropin (efihCG/ehCG) und/oder nicht-tropho- 
blastarem hCG (hCG TypI, J36, B7) spezifisch bestimmt wird 

2. Verfahren naeh Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass auch die Konzentration von 
trophoblastarem hCG (hCG Typ II, tBhCG) oder Gesamt-BhCG oder Gesamt-h.CG 
bestimmt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Bestimmung der 
Konzentration von endometrialem hCG (eJ3hCG/ehCG) mit mindestens einem AntikQrper 
erfolgt, der spezifisch endometriales hCG (eBhCG/ehCG) und nicht trophoblastares hCG - 
(hCG Typ H, tflhCG) erkennt 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Antikorper spezifisch ein 
Peptid ausgewahlt aus den Peptidsequenzen gemaB SEQ ID No. 1 oder 3 oder deren 
Teilsequenzen erkennt 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Bestimmung der Konzentration von endometrialem hCG und gegebenenfaUs 
trophoblastarem hCG oder Gesamt-BhCG oder Gesamt-hCG in einer Probe in Form von 
Sekreten, Perfusionsflussigkeit, Zellen oder Gewebe erfolgt, wobei diese aus peripherem 
Blut, Serum, Lochia, Menstrualblut, Fruchtwasser, Urin, Speichel, Augenkammerwasser, 
dem Urogenital- (insbesondere Uterus, Zervix, Vaginalproben), dem Gastrointestinal- 
(insbesondere MwdscMeimhaut), dem Respirationstrakt oder dem zentralen 
Nervensystems (insbesondere Liquor) stammen. 

6. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 5 zur Bestimmung der 
Aumahmebereitschaft der UterusscMeimhaut fur eine befruchtete Eizelle in einer pro- 
spektiven oder retrospektiven Embryo-Implantations diagnostik 
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7. Verwendung eiaes Verfahrens nach einem der Anspriiche 2 bis 5 zur Diagnose einer 
Schwangerschaft, eines friihen Schwangerschaftsverhistes, einer Rxtrauteringravidat, des 
Schwangerschaftsverlaufs, von Schwangerschaftsstorangen, insbesondere zur Differ en- 
zierung zwischen Storung des Endometriums/Dezidua von einer tropboblastaren/embiyo- 
nalen Storung, zur Diagnose eines drohenden oder in Gang befindlichen Aborts, des 
Geburtsbeginns, fur das Fiiihgebmten-Screening, zur Diagnose der Lochia oder Dezidua 
nach gestorter Schwangerschaft oder zur Beurteilung der Effektivitat einer kontrazeptiven 
Methode. 

8. Verwendung eines Verfahrens nach einem der Anspriiche 2 bis 5 zur Diagnose eines 
physiologischen Aufbaus eines Bpithels oder einer beginnenden Dedifferenzierung oder 
einer beginnenden karzinomatosen Entartung oder eines Karzinoms nnd/oder zur 
Diagnose des „Phantom-hCGs". 

9. Verwendung eines Verfahrens bei dem die Konzentration an Gesamt-hCG- oder seiner fl- 
Untereinheiten bestimmt wird zur Diagnose der Aufhahmebereitechaft der Uterus- 
schleimhaut fur eine befruchtete Eizelle in einer prospektiven oder retrospektiven 
Embryo-Implantations diagnostik. 

10. Verfahren zur Bestimmung von definierten Zustanden oder Veranderungen in der 
Uterusschleimbaut oder im Epithel anderer Organe, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Bestimmung der Konzentration an Gesamt-hCG- oder seiner £-Untereinheiten in einer 
Probe aus Menstrualblut erfolgt 

11. Verwendung eines Verfahrens nach Anspruch 10 zur Bestimmung der Aufhahme- 
bereitschaft der Uterusschleimhaut fur eine befruchtete Eizelle in einer retrospektiven 
Bmbry o-Implantations diagnostik. 

12. Antikorper, der spezifisch endometriales hCG (eflhCG/ehCG) und nicht trophoblastares 
hCG (hCG Typ H, tBhCG) erkennt 

13. Antikorper nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass er spezifisch ein Peptid 
ausgewahlt axis den Peptidsequenzen gemafi SBQ ID No. 1 oder 3 oder deren 
Teilsequenzen erkennt. 
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14. Antikorper, der spezifisch die trqphoblastares humanes Choriogonadotropin (hCG Typ 
II/tBhCG) erkennt und nicht endometriales humanes Choriogonadotropin 
(eBhCG/ehCG). 

15. Antikorper nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass er spezifisch ein Peptid 
ausgewahlt aus den Peptidsequenzen gemaB SEQ ID No. 2 oder 4 oder deren 
Teilsequenzen erkennt. 

16. Testkit zur Bestirnmung von definierten Zustanden oder Veranderungen in der 
UterusscHeimhaut oder im Epifhel anderer Qrgane enthaltend rnindestens einen 
Antikorper gemaB einem der Ansprixche 12 bis 15, sowie weitere Antikarper und 
Standards. 

17. Endometriale fl-Untereinheit von humanem Choriongonadotropin (efihCG) mit einer 
Aminosauresequenz gemaB SEQ ID No 10. 

18. Gensequenz B6e codierend fur die endometrialen B-Untereinheit von numanem CSiorion- 
gonadotropin (eBhCG) gemaB SBQ ID No 7. 

19. Peptid ausgewahlt aus den Aminosauresequenzen gemaB SEQ ID No. 1, 3, 12 und 14. 

20. Verwendung eines Antikorpers gemaB einem der Anspriiche 12 bis 15 oder eines Testkits 
nach Anspruch 16 oder von Peptiden gemaB Anspruch 19 zur Bestmmnmg von 
definierten Zustanden oder Veranderungen in der Uterusschleimhaut oder im Epithel 
anderer Organe, insbesondere zur Schwangerschaftsdiagnose oder zur Diagnose der 
Aufhahmebereitschaft der UterusscMeimhaut fur eine befruchtete EizeUe in einer 
prospektiven oder retrospektiven Embryo-Implantatsdiagnostik, zur Diagnose einer 
Schwangerschaft, eines fruhen Schwangerschaftsverlustes, einer Extrauteringravidat, des 
Schwangerschaftsverlaufs, von Schwangerschaflsstorungen, insbesondere zur 
Differenziemng zwischen Stoning des Endometriums/Dezidua von einer tropho- 
blastaren/embryonalen Stoning, zur Diagnose eines drohenden oder in Gang befindHchen 
Aborts, des Geburtsbeginns, fur das Fri^geburten^creening, zur Diagnose der Lochia 
oder Dezidua nach gestorter Schwangerschaft oder zur Beurteilung der Eftektivitat einer 
kontrazeptiven Methode, zur Diagnose eines physiologischen Aufbaos eines Epithels oder 
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einer beginnenden Dedifferenzierung oder einer beginnenden karzinoniatosen Bntartung 
oder eines Karzinoms und/oder zur Diagnose des Phantom-hCGs. 



21. Verwendung der Endometrialen fl-Untereinbeit von bumanem Choriogonadotropin 
(eflhCG) mit einer Aminosauresequenz nach Anspruch 17 oder der Gensequenz nach 
Anspruch 18 als Marker fur den gesunden Aufbau und Funktion des Endometriums oder 
del* Dezidua, insbesondere in der Schwangers chafts diagnose oder der Diagnose der 
Aiifri abm ebereits chaft der Uterusschleimhaat fur eine befruchtete Eizelle, in einer 
prospektiven oder retrospektiven Embiyo-Implantatsdiagnostik, zur Diagnose einer 
Schwangerschaft, eines friihen Scbwangerscbaftsverlustes, einer Extrauteringravidat, des 
Scbwangerscbaftsverlaufs, von Schwangerschaftsstomngen, insbesondere zur 
Differenzierung zwiscben Stoning des Bndometriums/Dezidua von einer tropho- 
blastaren/embryonalen Storung, zur Diagnose eines drobenden oder in Gang befindlichen 
Aborts, des Geburtsbegions, for das Friihgeburten-Sci-eening, zur Diagnose der Lochia 
oder Dezidua nacb gestorter Scbwangerscbaft oder zur Beurteilung der Effektivitat einer 
kontrazeptiven Methode, zur Diagnose eines pbysiologiscben Aufbaus eines Epitbels oder 
einer beginnenden Dedifferenzierung oder einer beginnenden karzinomatosen Entartung 
oder eines Karzinoms und/oder zur Diagnose des Phantom-bCGs. 
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*'* 9rmlM^0^S^j^s } f. Tj BSC 2005 

CGS tta aat CCA GCA CTT TGC TCG GGT CAC GGC CTC CTC CTG GCT 

CG6 ... . g c T 

CG7 ... .g t [ ] ] ]rp] 

Endo c CTG GTT 

-360 -330 

LH4 A AT C T 

CG5 CCC AGG ACC CCA CCA TAG GCA GAG GCA GGC CTT CCT ACA CCC TAC TCC CTG TGC CTC GAG 

CG6 ... .A : T 

CG7 ... .A. ... ]]. [[[ '[] [[[ [] 

Endo CCC AAG ACC CCA CCA TAG GCA GAG GCA GGC CTT CCT ACA CCC TAC TCT CTG TGC cic CAS 
# -300 -270 

I»H4 C GAT T 

CG5 GCT CGA CTA GTC CCT AGC ACT CGA CGA CTG AGT CTC TGA GAT CAC TTC ACC GTG GTC TCC 

CG6 C A A. . . G 

CG7 C G A ] . \ . . . \ \ \ \ \ 

Endo CCT CGA CTA GTC CCT ARC ACT CGA CGA CTG AGT CTC AGA GGT CAC TTC ACC GTG GTC TCC 

-240 -210 

LH4 CTC ACGG GCA 

CG5 GCC TCA CCC TTG GCG CTG GAC CAS- TGA GAG GAG AGG GCT GGG GCG CTC CGC TGA GCC ACT 

CG6 T C. ..A C ... .G A T 7 

CG7 T T. ..A C ... .G A T. ... ... ... ... ... 

Endo GCC TCA TCC TTG GYG CTA GAC CAC TGA GGG GAG AGG ACT GGG GTG CTC CGC TGA GCC ACT 

-180 -150 

LH4 CT AGCC G A CGT 

CGS CCT GCG CCC CCC TGG CCT TGT CTA CCT CTT GCC CCC CGA AGG GTT AGT GTC GAG CTC ACC 

CG6 ... . T . . . T T. . . C G. . 

CG7 ... . T . ..T T. ..C .'. \\\ \\\ c\\ ... . . 

Endo CCT GTG CCT CCC TGG CCT TGT CTA CTT CTC GCC CCC CGA AGG GTT AGT GTC SAG CTC ACT 

-120 -90 

LH4 G TC C A 

CGS CCA G~C ATC CTA CAA CCT CCT GGT GGC CTT GCC GCC CCC ACA ACC CCG AGG TAT AAA GCC 

CG6 ... C C G. . 

CG7 ... A A '.. a!! ... 

Endo CCA G-C ATC CTA CAA CCT CCT GGT GGC CTT GMC GCC CCC ACA AMC CCG AGG TAT BAA GCC 

-60 -30 

LH leu 

hCG met glu met phe gin gly leu leu leu leu 

I*H4 AGT C 

CG5 AGG TAC ACG AGG CAG GGG ACG CAC CAA GG ATG GAG ATG TTC GAG GGG CTG CTG CTG TTG 

CG6 C 

CG7 C " \ ] [ * ] [][ " " \ ]' ' '/ ' ' ' 

Endo AGG TAC ACC AGG CAG GGG ACG CAC CAA GG ATG GAG ATG TTC CAG GGG CTG CTG CTG TTG 

-1 +1 +30 
1 4 10 

k 1 * ala arg pro trp his 

hCG leu leu leu ser met gly gly thr trp ala ser lys glu pro leu arg pro arg cys arg 
LH4 G G G T A 

CGS CTG CTG CTG AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA TCC AAG GAG CCG CTT CGG CCA CGG TGC CGC 

CG6 A. ... CCA 

CG7 I G. ... ATG 

Endo CTG CTG CTG AGC ATG GGC GGG ACA TGG GCA TCC AGG GAG ATG CTT CGG CCA CGG TGC CGC 

+60 lys/arg met +90 

20 30 

LH ile 

hCG pro ile asn ala thr leu ala val glu lys glu gly cys pro val cys ile thr val asn 
LH4 T ' " 

CGS CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAG GAG GGC TGC CCC GTG TGC ATC ACC GTC AAC 
CG6 

CG7 [][ [[[ ][[ [[[ ][[ [[] '/[ [[] 

Endo CCC ATC AAT GCC ACC CTG GCT GTG GAG AAG GAG GGC TGC CCC GTG TGC ATC ACC GTC AAC 

+120 +150 
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i 

40 50 
LH met ala 

hCG thr thr ile cys ala gly tyr cys pro thr met thr arg val leu gin gly val leu pro 
LH4 TG c 

CG5 ACC ACC ATC TGT GCC GGC TAC TGC CCC ACC ATG ACC CGC GTG CTG CAG GGG GTC CTG CCG 

CG6 ' 

CG7 ] _ [ m \ 

Eado ACC ACC ATC TGT GCC GGC TAC TGC CCC ACC ATG ACC CGC GTG CTG CAG GGG GTC CTG CCG 

+180 +210 

60 70 

LH pro thr 

hCG ala leu pro gin val val cys asn tyr arg asp val arg phe glu ser ile arg leu pro 
LH4 C C 

CG5 GCC CTG CCT CAG GTG GTG TGC AAC TAC CGC GAT GTG CGC TTC GAG TCC ATC CGG CTC CCT 

CG6 

CG7 

Eado GCC CTG CCT CAG GTG GTG TGC AAC TAC CGC GAT GTG CGC TTC GAG TCC ATC CGG CTC CCT 

+240 +270 

80 90 
LH asp phe pro arg 

hCG gly cys pro arg gly val asn pro val val ser tyr ala val ala leu ser cys gin cys 
LH4 T G T C T GC 

CG5 GGC TGC CCG CGC GGC GTG AAC CCC GTG GTC TCC TAC GCC GTG GCT CTC AGC TGT CAA TGT 

CG6 . 

CG7 \ m // m [[[ \[[ ][[ 

Endo GGC TGC CCG CGC GGC GTG AAC CCC GTG GTC TCC TAC GCC GTG GCT CTC AGC TGT CAA TGT 

+300 +330 

100 no 

LH pro ser 

hCG ala leu cys arg arg ser thr thr asp cys gly gly pro lys asp his pro leu thr cys 
LH4 G C T T A 

CG5 GCA CTC TGC CGC CGC AGC ACC ACT GAC TGC GGG GGT CCC AAG GAC CAC CCC TTG ACC TGT 

CG6 

CG7 

Endo GCA CTC TGC CGC CGC AGC ACC ACT GAC TGC GGG GGT CCC AAG GAC CAC CCC TTG ACC TGT 

+360 +390 

117 120 130 

LH his glu leu ser gly leu leu phe leu ter 

hCG asp asp pro arg phe gin asp ser ser ser ser lys ala pro pro pro ser leu pro ser 
LH4 C C CAAC TCT CAG GCC TCC TCT TCC TCT AAA 

CG5 GAT GAC CCC CG-C TTC CAG GAC TCC TCT TCC TCA AAG GCC CCT CCC CCC AGC CTT CCA AGT 

CG6 - C 

CG7 - C .]] [[[ []] 

Endo GAT GAC CCC CG C TTC CAG GCC TCC TCT TCT TCA AAG GCC CCT CCC CCC AGC CTT CCA AGT 

ala +420 +450 

140 145 

LH 

hCG pro ser arg leu pro gly pro ser asp thr pro ile leu pro gin ter - 
LH4 

CGS CCA TCC CGA CTC CCG GGG CCC TCG GAC ACC CCG ATC CTC CCA CAA TAAA 

CG6 

CG7 ] ] 

Endo CCA TCC CGA CTC CCG GGG CCC TCG GAC ACC CCG ATC CTC CCA CAA TAAA 

+480 +495 

Fig.l 
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Sequenzprotokoll - Sequence Listing 
<110> Universitat Leipzig 

<120> Verfahren und Mittel zur Bestimmung von bestiramten Zustanden bzw. 
Veranderungen im Uterusepithel und in Epithelien anderer Organe 

<130> 401P07PCT 

<150> DE10325639.3 

<151> 2003-06-06 

<150> DE10325638.5 

<151> 2003-06-06 

<160> 15 

<210> 1 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<223> Epitope eB9 (ephCG) 
<400> 1 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Ala Ser Ser Ser Ser Lys Ala 
15 10 15 



<210> 2 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<223> Epitope fi>9 (t(3hCG) 

<400> 2 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala 
1 5 10 15 



<210> 3 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<223> Epitope efil (ephCG) 

<400> 3 

Ser Arg Glu Met Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro lie Asn Ala Thr 
1 5 10 15 



<210> 


4 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


artificial 


<220> 




<223> 


Epitope Jil 


<400> 


4 



Ser Lys Glu Pro Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro He Asn Ala Thr 
15 10 15 
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<210> 5 
<211>. 861 
<212> DNA 
<213> human 
<220> 

<223> phCG p7 cDNA-Sequenz 
<400> 5 

agcactttcc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 

aggccttcct acaccctact ctctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta gcactcgacg 120 

actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctca tccttggcgc tagaccactg 180 

aggggagagg actggggtgc tccgctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 

tctcgccccc cgaagggtta gtgtccagct cactccagca tcctacaacc tcctggtggc 300 

cttgacgccc ccacaaaccc gaggtataaa gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa 360 

ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 420 

catccaagga gatgcttcgg ccacggtgcc gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 480 

aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca 540 

ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcctgc cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 

tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 720 

gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 

cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 

ccccgatcct cccacaataa a 861 



<210> 6 
<211> 861 
<212> DNA 
<213> human 
<220> 

<223> phCG p6 cDNA-Sequenz 
<400> 6 

agcactttcc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 
aggccttcct acaccctact ctctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta acactcgacg 120 
actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctca tccttggcgc tagaccactg 180 
aggggagagg actggggtgc tccgctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 
tctcgccccc cgaagggtta gtgtcgagct cactccagca tcctacaacc tcctggtggci 300 
cttgccgccc ccacaacccc gaggtatgaa gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa 360 
ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 420 
catccaagga gccacttcgg ccacggtgcc gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 480 
aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca 540 
ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcctgc cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 
gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 
tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 720 
gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 
cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 
ccccgatcct cccacaataa a 861 
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<210> 7 
<211> 861 
<212> DNA 
<213> human 
<220> 

<223> ephCG Pendo" P6e) cDNA-Sequenz 
<400> 7 

agcactttyc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 

aggccttcct acaccctact ctctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta rcactcgacg 120 

actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctca tccttggygc tagaacactg 180 

aggggagagg actggggtgc tccgctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 

tctcgccccc cgaagggtta gtgtcsagct cactccagca tcctacaacc tcctggtggc 300 

cttgirtcgccc ccacaamccc gaggtatraa gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa 360 

ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 420 

catccargga gmyrcttcgg ccacggtgcc gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 48 0 

aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca 540 

ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcctgc cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 

tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 720 

gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 

cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 

ccccgatcct cccacaataa a 861 

m: c, a r : g, a s : g, y: t, c 



,3/8 



WO 2004/109292 



PCT/DE2004/001210 



<210> 8 

<211> 165 

<212> PRT 

<213> human 
<220> 

<223> tphCG (35,08, J33 (prehormone) 

<400> 8 



Met Glu Met Phe Gin Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly 
-20 -15 -10 -5 

Gly Thr Trp Ala Ser Lys Glu Pzro Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro He 
-11 5 10 

Asn Ala Thr Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys lie Thr 
15 20 " 25 

Val Asn Thr Thr He Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Met Arg Val 
30 35 40 

Gly Val Leu Gin Leu Pro Ala Leu Pro Gin Val Val Cys Asn Tyr Arg 
45 50 55 " 60 

Asp Val Arg Phe Glu Ser He Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val 
65 70 75 

Asn Pro Val Val Ser Tyr Ala Val Ala Leu Ser Cys Gin Cys Ala Leu 
80 85 90 

Cys Arg Arg Ser Thr Thr Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu 
95 100 105 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro 
110 115 120 

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr 
125 130 135 14 0 

Pro He Leu Pro Gin 
145 
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<210> 9 

<211> 165 

<212> PRT 

<213> human 
<220> 

<223> J3hCG P7 (prehormone) 

<400> 9 



Met Glu Met Phe Gin Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly 
-20 -15 -10 -5 

Gly Thr Trp Ala Ser Arg Glu Met Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro He 
-11 5 10 

Asn Ala Thr Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys He Thr 
15 20 25 

Val Asn Thr Thr He Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Met Arg Val 
30 35 40 

Gly Val Leu Gin Leu Pro Ala Leu Pro Gin Val Val Cys Asn Tyr Arg 
45 50 55 60 

Asp Val Arg Phe Glu Ser He Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val 
65 70 ~ ' 75 

Asn Pro Val Val Ser Tyr Ala Val Ala Leu Ser Cys Gin Cys Ala Leu 
80 85 90 

Cys Arg Arg Ser Thr Thr Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu 
95 100 105 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Ala Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro 
110 115 120 

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr 
125 130 135 * 140 

Pro lie Leu Pro Gin 
145 
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<210> 10 

<211> 165 

<212> PRT 

<213> human 
<220> 

<223> e phCG 06e (with Arg in Pos 2) (prehormone) 

<400> 10 

Met Glu Met Phe Gin Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Glv 
~ 20 -15 -10 _5 

Gly Thr Trp Ala Ser Arg Glu Met Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro lie 
~1 1 5 10 

Asn Ala Thr Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys lie Thr 
15 20 25 

Val Asn Thr Thr lie Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Met Arg Val 
30 35 40 

Gly Val Leu Gin Leu Pro Ala Leu Pro Gin Val Val Cys Asn Tyr Arg 
45 50 55 " 60 

Asp Val Arg Phe Glu Ser lie Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val 
65 70 75 

Asn Pro Val Val Ser Tyr Ala Val Ala Leu Ser Cys Gin Cys Ala Leu 
80 85 go 

Cys Arg Arg Ser Thr Thr Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu 
95 100 10 5 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Ala Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro 
110 115 120 

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr 
125 130 135 ~ 140 

Pro lie Leu Pro Gin 
145 
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<210> 11 

<211> 141 

<212> PRT 

<213> human 
>22 0> 

<223> PLH p4 (prehormone) 

<400> 11 



Met Glu Met Leu Gin Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly 
-20 -15 -10 -5 

Gly Ala Trp Ala Ser Arg Glu Pro Leu Arg Pro Trp Cys His Pro lie 
-1+1 5 10 

Asn Ala lie Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys lie Thr 
15 20 25 

Val Asn Thr Thr lie Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Met Arg Val 
30 35 40 

Leu Gin Ala Val Leu Pro Pro Leu Pro Gin Val Val Cys Thr Tyr Arg 
45 50 55 "* 60 

Asp Val Arg Phe Glu Ser lie Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val 
65 70 " " 75 

Asp Pro Val Val Ser Phe Pro Val Ala Leu Ser Cys Arg Cys Ala Pro 
80 85 90 

Cys Arg Arg Ser Thr Ser Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu 
95 100 105 

Thr Cys Asp His Pro Glu Leu Ser Gly Leu Leu Phe Leu 
110 115 



<210> 12 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<223> Peptide PI (ephCG) 
<400> 12 

Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Ala Ser Ser 
15 10 



<210> 13 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<223> Peptide Kl (tphCG) 

<400> 13 



Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Asp Ser Ser 
1 5 10 



7/8 



WO 2004/109292 



PCT/DE2004/001210 



<210> 14 

<211> ■ 11 

<212> PRT 

<213> artificial 

<220> 

<223> Peptide P2 (e|3hCG) 
<400> 14 

Ser Arg Glu Met Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro 
15 10 

<210> 15 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> artificial 

<22 0> 

<223> Peptide K2 (tphCG) 

<400> 15 

Ser Lys Glu Pro Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro 
1 5 10 11 
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